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Abstrakt 
Nærværende rapport beskæftiger sig med skader på eukaryote celler, forårsaget af coatede 
nanosølvpartikler. Nanosølvpartikler er kendt for deres antibakterielle egenskaber, som giver 
anledning til en lang række nye anvendelsesmuligheder. Trods den øgede anvendelse, er der stor 
mangel på viden angående partiklernes toksicitet på cellulært og molekylært niveau, og det er derfor 
et relevant forskningsemne. Denne rapport behandler eksperimentelt arbejde med in vivo 
eksponering af gælleceller fra blåmuslingen Mytilus edulis vha. comet assay. Der blev udført to 
screeningsforsøg med det formål, at indkredse det effektgivende koncentrationsinterval. På grund af 
vanskeligheder med dispergering af nanosølvpartikler i saltvand, kender vi ikke den aktuelle 
koncentration i stamopløsningerne, men intentionen var 0-1000 mg/L i screeningerne og 0-200 mg/L 
i slutforsøget. Resultaterne fra de to screeningsforsøg var ikke entydige, så det endelige forsøg blev 
udført med en forholdsvis stor spredning i koncentrationsrækken. Vores hypotese var, at vi ville kunne 
få resultater, der med tilnærmelse kunne beskrive en dosisresponskurve, hvilket vi ikke har opnået. På 
basis af de udførte forsøg, kan der ikke konkluderes på gentoksiciteten af nanosølvpartikler. Der blev 
dog observeret effekt, hvilket tyder på, at det skal undersøges nærmere.  
Abstract 
The present study titled Analysis of DNA damage caused by nano silver particles using comet assay 
on gill cells from Mytilus edulis examines damage on eukaryotic cells exposed to coated nano silver 
particles. Nano silver particles are known for their antibacterial properties, which give rise to a long 
row of new applications. Despite the increasing usage of nano particles, there is still lack of 
information regarding the toxicity of the particles at cellular and molecular levels, and thus it is a 
relevant area of research. This study is based on experimental work with in vivo exposure of gill cells 
from the blue mussel Mytilus edulis by means of comet assay. Two screening tests were performed to 
pinpoint the effective concentration interval. Due to difficulties with the dispersion of nano silver 
particles in seawater, we do not know the actual concentration in the stock solutions, but the 
intentional concentrations were 0-1000 mg/L in the screenings and 0-200 mg/L in the final test. The 
results of the two screening tests were not unambiguous, so the final test was performed with a 
relatively high spread in the concentration row. We hypothesized to get results that would be 
comparative to a dosage response curve, which we have not attained. On the basis of the performed 
tests, there cannot be made any conclusions on the genotoxicity of nano silver particles. However, 
certain effects were observed, which indicates that further studies are required. 
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1 Indledning 
Nanoteknologi er en forholdsvist ny og hurtigt udviklende teknologi og beskæftiger sig med 
nanopartikler, som besidder et bredt spektrum af egenskaber og anvendelsesmuligheder. Partiklernes 
størrelse bevirker til andre egenskaber end de korresponderende makropartikler. Disse egenskaber 
giver nanopartiklerne en lang række fordele. 
Brugen af nanosølvpartikler er vidt udbredt, og da de besidder antibakterielle egenskaber, er de 
eftertragtede til brug i bl.a. plastre og medicinsk udstyr, hvor et sterilt miljø kræves. Desuden 
anvendes nanosølvpartikler også i tekstil- og fødevareindustrien, for at begrænse bakterievæksten. 
Men på trods af disse fordele, menes nogle nanopartikler dog at kunne påvirke eukaryote organismer 
negativt, idet deres fysisk-kemiske egenskaber ikke uden videre kan sammenlignes med de 
tilsvarende makropartiklers. Desværre er det også en realitet, at nogle nanopartikler ikke er blevet 
undersøgt tilstrækkeligt for miljø- og sundhedsskadelige effekter, før de blev en integreret del af 
diverse varefremstillinger. Dette gør sig bl.a. gældende for nanosølvpartikler. 
Der er allerede hundredvis af produkter på markedet, der ifølge producenterne indeholder både sølv 
og nanosølvpartikler, som er bakteriedræbende, da specielt sølv og en række andre partikler har vist 
sig at være mere effektive i nanostørrelse (Luoma, 2008). Eksempler på produkter med 
nanosølvpartikler rækker fra sokker, legetøjsbamser og plastre til aircondition, køkkenknive og 
luftsaniteringsspray (Luoma, 2008).  
Eftersom nanosølvpartikler kan dræbe bakterier, som er simple prokaryote organismer, finder vi det 
relevant at undersøge, om de også er i stand til at forårsage skader hos de mere komplicerede 
eukaryote celler, som man finder hos mennesker og dyr. Målet er at bidrage med forundersøgelser til 
brug i en risikovurdering af nanosølvpartikler. Vi undersøger, om nanosølvpartikler kan skade DNA i 
eukaryote celler, og i så fald vurderer vi graden af disse. Vores problemformulering lyder som følger: 
 
 
 
I hvilken grad har nanosølvpartikler DNA-skadelig effekt på blåmuslingen  
Mytilus edulis gælleceller målt ved comet assay? 
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2 Problemfelt  
Semesterbindingen1 for 2. semester på NatBas ved RUC lyder overordnet 'Modeller, teorier og 
eksperimenter i naturvidenskab'. Formålet er at opnå erfaring med grundvidenskabelige 
problemstillinger inden for naturvidenskaberne gennem arbejdet med et repræsentativt eksempel. 
Man skal således afprøve en teori med en model via eksperimentelt arbejde, hvorefter eksperimentet 
kobles til teorien (se figur 2.1).  
 
 
 
Figur 2.1. Viser en skematisk fremstilling af semesterbindingen for 2. semester på NatBas ved RUC. Egen figur. 
 
Vores teori er baseret på hypotesen om, at nanosølvpartikler kan have DNA-skadelig effekt på 
eukaryote celler. Denne teori efterprøves ved hjælp af modelorganismen Mytilus edulis og metoden 
comet assay, hvorefter resultaterne forsøges tolket og forklaret ud fra den foreliggende teori og viden 
på området. Blåmuslingen Mytilus edulis er valgt, da den er en god forureningsindikatorer og har en 
tilbøjelighed til at ophobe mange miljøfremmede stoffer. Dette skyldes, at dyret - pga. sin filtrerende 
levevis - transporterer betydelige vandmængder gennem gællerne, hvor de opløste miljøfremmede 
stoffer kan optages på overfladen (se Bilag A). Dette betyder, at gællecellerne er de mest udsatte 
celler for skadelige stoffer i vandet, og det er derfor relevant at se på netop disse celler, når der 
undersøges for skader. Mytilus edulis ønskes således anvendt som modelorganisme for, at kunne give 
en vurdering af nanosølvpartiklers genotoksiske effekt på eukaryote celler.  
Det faktum, at nanosølvpartikler er blevet budt velkommen i diverse produkter og markedsført uden 
                                                 
1
 Desuden er det en integreret del af 2. semester at producere en videnskabelig poster over projektet. Denne kan ses 
vedlagt i Bilag E. 
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tilstrækkelige forudgående tests for toksicitet, er motivation i sig selv. Man ved, som før nævnt, meget 
lidt om partiklernes opførsel, og pga. størrelsen er det nærliggende at mistænkte nanosølvpartikler 
for at besidde diverse toksiske effekter.  
Ud fra hypotesen om nanosølvpartiklers DNA-skadelige effekt, forventede vi enten at se hypotesen 
modbevist eller understøttet. Vi valgte høje koncentrationer for at sikre os udslag, men stilede 
samtidigt efter at finde et koncentrationsniveau, hvor der ville være effekt, men ikke dødelighed, i 
håb om at kunne påvise fin dosis-respons sammenhæng. Vores hypotese understøttes af følgende tre 
eksempler på forsøg med påviste skader forårsaget af nanosølvpartikler.  
1) I et forsøg med embryoniske musestamceller inducerede både overfladebehandlede, dvs. 
coatede, og uncoatede nanosølvpartikler DNA-dobbeltstrengsbrud (DSB) og apoptose, dvs. 
programmeret celledød (Ahamed et al., 2008).  
2) I et andet forsøg blev zebrafisk embryoner udsat for nanosølvpartikler. Embryonerne udviste 
synlige defekter, ændrede fysiologiske funktioner, degeneration2 af kropsdele og apoptose (Asharani 
et al., 2008a).  
3) I et forsøg med humane celler reducerede nanosølvpartikler ATP-indholdet i cellen, 
forårsagede mitochondriel dysfunktion og inducerede reaktive oxygen arter (ROS) i et dosisafhængigt 
mønster, som efterfølgende medførte DNA-skader og kromosomale afvigelser (Asharani et al., 
2008b). 
Nanosølvpartikler afviger fra almindeligt sølv ved deres mindre størrelse, der forstærker og muligvis 
ændrer sølvets egenskaber.  I kapitel 3 gennemgås derfor, hvilke særlige egenskaber 
nanosølvpartiklerne besidder, samt hvorfor de menes at være gentoksiske. Endeligt gives en afklaring 
af, hvorledes nanosølvpartiklerne vil opføre sig i havvand og hvilke problematikker, der på baggrund 
af dette, opstår ved eksperimentelt arbejde, hvor saltvand anvendes. 
I kapitel 4 gives en nærmere uddybning af de DNA-skadelige mekanismer, som nanosølvpartiklerne 
menes at kunne udføre i en celle. Det er en tese, at nanosølvpartikler kan medføre DNA-skader og 
mutationer gennem oxidativt stress, hvorfor afsnittet bliver koncentreret om at nå til en forståelse af 
disse mulige mekanismer. 
For at kunne undersøge, om nanosølvpartiklerne forårsager disse DNA-skader, anvendte vi comet 
assay metoden. Denne metode er blot en blandt mange mulige til at detektere DNA-skader, og 
derfor redegøres i kapitel 5 for valg af netop denne metode, og hvorledes comet assay med fordel 
kan anvendes til at detektere netop de typer skader, som nanosølvpartikler menes at kunne 
                                                 
2
Organer, som reduceres under udviklingen fra æg til voksen, fx halen hos haletudser. En svækkelse el. et tab af organer el. 
væv. 
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forårsage. Herefter gennemgås de mere teoretiske principper bag comet assayet med en forklaring 
på de enkelte processers betydning. 
Når der er givet en forståelse for den anvendte metode, fortsættes i kapitel 6 til en gennemgang af 
de to screeningsforsøg og forsøget med tre replikater. Der gives først en grundig gennemgang af 
forberedelserne og comet assayets fremgangsmåde. Hver forsøgsbeskrivelse efterfølges af resultater 
og kritisk evaluering med en begrundelse for de ændringer, der foretages til næste forsøg.   
Med forsøgene opnåede vi ikke de forventede resultater, og problematikken gennem processen gav 
anledning til mange uafklarede spørgsmål samt overvejelser om betydningen af de mange 
beslutninger undervejs, og hvilke der med fordel kunne have været anderledes. Disse overvejelser og 
erfaringer ang. forsøgets udførelse og mulige ændringer til et nyt forsøg redegøres der for i 
diskussionen. Endelig gives der på baggrund af de opnåede resultater og diskussionen af disse en 
konklusion på nanosølvpartiklernes skadelighed, samt en perspektivering af, hvorfor dette 
forskningsfelt er relevant i samfundsmæssigt øjemed, og hvorfor det er et felt, som tilegner sig mere 
og mere opmærksomhed fra forskere verden over.  
Rapporten henvender sig til enhver, som kunne have interesse i at drage nytte af de erfaringer, vi har 
gjort undervejs i vores arbejde, på dette endnu sparsomt udforskede område. 
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3 Nanosølvteknologi  
Nanopartikler er ikke et menneskeskabt fænomen, men er partikler i størrelsesordenen 1-100 nm, 
der allerede findes i naturen. Dog har ny teknologi muliggjort fremstilling af mange forskellige 
partikler i nanostørrelse, som derfor nu bliver brug til adskillelige formål i industrien. Det er dog værd 
endnu en gang at nævne, at der ikke er foretaget konkrete toksicitetstests på størstedelen af disse 
produkter og partikler. Der er stor mangel på viden angående partiklernes toksicitet på cellulært og 
molekylært niveau (Ahamed et al., 2008), og det er derfor et relevant forskningsemne. Hidtil er 
nanopartikler blevet behandlet i risikovurderingsmæssig sammenhæng ud fra antagelsen om, at de 
deler egenskaber med deres tilsvarende partikler i makrostørrelse.  
Dette kapitel vil hovedsageligt forsøge at belyse de centrale egenskaber ved nanosølvpartikler og 
deres biotilgængelighed, dvs. optagelse i organismen. Der vil undervejs drages paralleller til sølv i 
makrotilstand, da det er de frigjorte sølvioner fra hhv. makro- eller nanosølvpartikler, der indirekte er 
med til at give nanosølvpartiklerne en del af deres karakteristiske egenskaber (Luoma, 2008). 
 
3.1 Antibakterielle egenskaber 
Makrosølv er kendt for gode antimikrobielle egenskaber mod bakterier og vira, og når partiklerne 
mindskes til nanostørrelse øges denne egenskab på grund af det større overflade-volumen-forhold, 
som giver en større kontaktflade til bakteriecellerne. Nanopartikler har væsentligt anderledes fysik-
kemiske egenskaber end makromaterialer af samme sammensætning, bl.a. optiske, elektrokemiske 
og katalytiske. Disse kan muligvis medvirke til anderledes toksicitetsmekanismer imod biologiske 
systemer (Choi et al., 2008). Grundet den lille størrelse kan sølvet nå steder som for 
makropartiklerne ellers er utilgængelige (Tedesco et al., 2008), og på denne måde kan det direkte 
levere toksiske sølvioner i store doser til steder, hvor de mest effektivt rammer mikroorganismer 
(Luoma, 2008). Dette betyder flere interaktioner end hos de større partikler (Rai et al., 2008), og kan 
gøre sølvet mere kemisk aktivt (Luoma, 2008). De mekanismer der gør sølvet toksisk for 
mikroorganismer, kan også være aktive i mennesker (Asharani, 2008b). Da nanosølvprodukter kan 
introducere sølv til menneskekroppen, er det derfor relevant at undersøge mulige skadelige 
mekanismer for højere organismer (Luoma, 2008). Udover at være bakteriedræbende, optræder sølv 
blandt de mest toksiske metaller for planter (fx phytoplankton), såvel som for invertebrater og fisk. 
Sølv er imidlertid ikke specielt farligt for mennesker og andre pattedyr (Luoma, 2008), men eftersom 
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partiklerne opnår andre egenskaber ved den reducerede størrelse, kan det ikke uden videre antages, 
at dette også er tilfældet for nanosølvpartikler.  
 
3.1.1 Sølvioner 
Makrosølv menes kun at være antimikrobielt, når der er sølvioner tilstede på overfladen eller inden i 
metallet (Luoma, 2008). Mængden af disse afgør den bakteriedræbende aktivitet. Derfor har 
frigivelsen af sølvioner formodentlig en væsentlig indflydelse på en del af nanosølvpartiklernes 
toksiske egenskaber. Nanosølvpartikler er normalt designet til at frigive sølvioner som kilde til den 
antibakterielle aktivitet (Luoma, 2008), og da de har en større overflade, frigives der flere ioner fra 
overfladen, hvilket i sidste ende er med til at øge toksiciteten. Imidlertid menes toksiciteten af 
nanosølvpartikler ikke at kunne tilbageføres til ionfrigivelsen alene. Forsøg har vist, at 
nanosølvpartikler hæmmer cellernes respiration over 40 % mere, end sølvioner gør (Choi et al., 
2008). Ud fra dette kan man umiddelbart konkludere, at der er andre faktorer end sølvioner, der har 
betydning (Choi og Hu, 2008). En mulig forklaring på dette bygger på hypotesen om en såkaldt 
trojansk hest, hvor små partikler på mindre end 10 nm direkte trænger igennem cellemembranen 
(Choi og Hu, 2008), og såfremt de fanges inde i cellen, leverer de ioner direkte ind i cellemaskineriet 
(Luoma, 2008). Choi et al. (2008) viste, at nanosølvpartiklernes antimikrobielle egenskaber skyldes 
hæmning af de mikrobielle aktiviteter på celleoverfladen og inde i cellen. Tidligere forskning har  bl.a. 
demonstreret, at nanosølvpartikler sætter sig på overfladen af cellemembranen, hvor de ændrer 
membrangennemtrængeligheden, og til sidst resulterer i celledød (Choi et al., 2008). For nærmere 
uddybelse af disse mekanismer se kapitel 4.2.1 og 4.2.2.  
 
3.2 Toksicitet 
Sølvs antimikrobielle aktivitet afhænger af sølvmængden samt frigivelsesraten. Metallisk sølv er 
inaktivt, men når det kommer i kontakt med fx sårvæske, ioniseres det og bliver meget reaktivt. 
Herefter kan det binde sig til vævet og medføre strukturelle ændringer i cellevæggen og 
kernemembranen, hvilket kan medføre celledød (Rai et al., 2008). I cellen kan sølvioner muligvis 
deaktivere cellulære enzymer og DNA ved at reagere med elektrondonerende grupper, som fx 
thiolgrupper og producere ROS, Reactive Oxygen Species. ROS kan fremkalde DNA skader og 
inducere apoptose, programmeret celledød (Ahamed et al., 2008). Studier har vist, at den positivt 
ladede sølvion (Ag+) er vigtig for den antimikrobielle aktivitet, som sker vha. den elektrostatiske 
tiltrækning mellem mikroorganismens negativt ladede cellemembran og den positivt ladede 
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nanosølvpartikel. Den antibakterielle mekanisme antages at være relateret til dannelsen af frie 
radikaler (Kim et al., 2007). ROS, apoptose og frie radikaler beskrives nærmere i kapitel 4. 
Sølvionens bakteriehæmmende effekt kan bl.a. skyldes dens sorption3 til den negativt ladede 
bakteriecellevæg, hvor cellulære enzymer deaktiveres og membranens gennemtrængelighed 
forstyrres. De bakteriedræbende mekanismer er yderligere relateret til interaktionerne med 
thiolgrupper i bakteriens enzymer og proteiner.  
Sølv forstyrrer proteinets normale funktioner, når den binder sig til en ligand, dvs. en negativt ladet 
ion. Cellulær respiration og elektrontransport over membraner er to eksempler på funktioner, støttet 
af enzymer med mange thiolgrupper (Luoma, 2008). 
Sølv hæmmer desuden DNA-replikationen ved at interferere med DNA udrulning/unwinding (Luoma, 
2008). I bakterier inducerer sølv oxidativt stress på cellevæggen, hvor de fleste cellulære funktioner 
finder sted. Det påvirker bakteriens evne til at respirere og vedligeholde en balance af essentielle 
ioner inde i cellen, hvilket er betingelserne for opretholdelsen af et indre miljø, passende for liv. 
Således udviser bakterier, eksponeret for sølv, hæmmet vækst, reduceret respiration samt 
metabolisme. De mister kalium og udviser ellers en reduceret transport af essentielle stoffer ind og 
ud af cellemembranen. Bakteriemembranen indeholder proteiner, der indeholder thiolgrupper (SH-). 
Sølv reagerer med disse proteiner såvel som med fosforholdige forbindelser, herunder DNA.  
Nanosølvpartikler forårsager både fysiske og kemiske skader. Som gennemgået ovenfor, er 
sølvionerne ansvarlige for den kemiske del. Den fysiske del derimod bygger på en teori om, at 
partiklerne skulle kunne fungere som små glasskår, der skærer sig vej gennem cellevæggen, og 
således udøver fysiske skader samtidig med, at der sker en frigivelse af sølvioner inde i cellen4.  
Koncentrationen, der gør sølv toksisk mod bakterier, er ikke studeret omhyggeligt og varierer blandt 
de eksperimentelle data (Luoma, 2008). Det er vist, at sølvs bakteriedræbende effekt er afhængig af 
størrelsen og formen, hvilket således også gør sig gældende for sølv i nanostørrelse. Derudover er 
det vist, at sølvs cytotoksicitet, dvs. celledræbende egenskaber, øges med stigende sølvkoncentration 
(Rai et al., 2008).  
Der er begrænset viden om nanosølvpartiklernes biodistribution og bioaktivitet, men tidligere forsøg 
har vist, at nanosølvpartikler er mere dødelige for cellebaserede in vitro-testsystemer, end hvad 
tilfældet har vist sig at være med andre lignende metalliske nanopartikler (Asharani, 2008a).  
 
                                                 
3
 Sorption: Når der foregår absorption og adsorption på samme tid. Adsorption er den effekt, der får luftarter og væsker til 
at sætte sig på overfladen af faste stoffer. Dette skal skelnes fra absorption, hvor gassen eller væsken optages i det indre af 
det faste stof. 
4
 Personlig korrespondance med Steffen Foss Hansen, NanoDTU Environment & Health, 05/05/2009. 
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3.3 Biotilgængelighed 
Biotilgængeligheden for sølv defineres ud fra den mængde, som optages af en organisme enten via 
vand, der filtreres gennem gællerne (som i tilfældet med Mytilus edulis), eller via indtagelse af føde, 
sediment eller opslæmmet materiale. Biotilgængelighed er summen af alt det sølv, der optages fra 
disse kilder. For nanopartikler defineres biotilgængelighed som evnen til at trænge ind i organismen 
(Luoma, 2008). Sølv skal gennemtrænge organismens væv og forstyrre processerne inde i cellen, før 
det betegnes som toksisk (Luoma, 2008). Toksicitet kan enten resultere i forstyrrelser forårsaget af 
selve nanopartiklen, eller ved at nanopartiklen frigiver sølvioner, der kan forstyrre processer (Luoma, 
2008). Overfladen af celler og biologiske væv er omsluttet af et membransystem, som forhindrer 
uønskede stoffer i at trænge ind i cellen samt regulerer tilgængeligheden af essentielle stoffer. Ion-
transportører er proteiner, som er selektivt designede til at optage specifikke ioner ud fra deres 
ladning og størrelse, såvel som deres koordination og ligandpræferencer. Ikke-essentielle metaller, 
såsom sølv, bliver optaget i det omfang, de efterligner en essentiel ions egenskaber (Luoma, 2008). 
Sølvioner bliver formodentlig transporteret ved et carriersystem, som kontrollerer cellens 
koncentration af natrium og/eller kobber (Luoma, 2008). Optagelse af sølv vha. transportører er 
stærkt påvirket af den form, hvorpå sølv findes i miljøet. En form, som er foretrukken for optagelse af 
transportørerne, er sølv på ionform (Ag+), da dennes egenskaber minder mest om natriums (Na+) og 
kobbers, som bliver transporteret i form af Cu+1 (Luoma, 2008). Udfældet sølvchlorid, opløste 
komplekser mellem sølv og sulfid eller organiske komplekser bliver ikke genkendt af disse 
transportører. Dermed hæmmes biotilgængeligheden af sølv næsten fuldstændigt af udfældninger 
eller kompleksdannelser i vand (Luoma, 2008).  
Selvom meget endnu ikke vides, tyder det på, at der findes mekanismer, som tillader 
nanosølvpartikler at trænge ind i organismer og deres celler (Luoma, 2008). Imidlertid formodes disse 
mekanismer at afvige fra de mekanismer, som kontrollerer optagelsen af sølvioner. Selvom 
nanosølvpartikler i princippet godt kunne tænkes at levere sølv til transportøren, formodes de 
således ikke at efterligne en ion på samme måde som sølvionens efterligning af natrium (Luoma, 
2008). Det er hér endocytose træder ind, se figur 3.1. Endocytose er den proces, som gør det muligt 
for partikler på op mod 100nm at komme ind i cellen. 
Det er en meget mulig mekanisme, hvorved nanopartikler optages. Under endocytose absorberer 
cellen materialer ved at indkapsle dem vha. cellemembranen. Der er tre forskellige former for 
endocytose.  
1) I fagocytose folder membranen sig rundt om et stort objekt og isolerer den (figur 3.1A). 
2) I pinocytose opsluges enkelte molekyler såsom proteiner ved indfoldning af membranen 
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(figur 3.1B). 
3) Receptor-medieret endocytose (figur 3.1C) involverer dannelsen af indadvendte coatede 
hulrum med specifikke receptorer.  
I alle tilfælde danner membranen et endosom, hvor materialet bliver inkorporeret og derefter trukket 
ind i cellen. Endosomerne kan selektivt koncentrere nogle materialer og ekskludere andre. Inde i 
cellen kan endosomerne virke sammen med lysosomer. Lysosomer er vesikler, som er specifikt 
designet til at nedbryde materialet eller på anden vis beskytte en del af cellemaskineriet fra 
forstyrrelser ved potentielle toksiske materialer. Hvis toksiske materialer bliver alt for koncentrerede 
inde i lysosomerne, kan de lade toksiner sive ind i cellen (Luoma, 2008).  
 
Figur 3.1. De tre typer endocytose. A) Øverst: Fagocytose. B) Midterst: Pinocytose. C) Nederst: Receptor-
medieret endocytose (Cambell og Reece, 2005). 
 
Endosomale pathways er også til for at levere materialer direkte til cellernes organeller. Eksempler på 
organeller kan være mitochondrier, Golgi apparatet og cellekernen. Hvis en nanopartikel kommer i 
kontakt med organellerne, kan den tænkes at forstyrre disse systemers vitale funktioner.  
Prokaryote organismer er ikke i stand til at udføre endocytose. Derfor er der mindre sandsynlighed 
for, at nanosølv vil passere gennem cellevæggen på fx en bakterie (Luoma, 2008). Organismer, som er 
højere udviklet end bakterier, dvs. alle eukaryote organismer, er derimod i stand til at udføre 
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endocytose. Det er derfor ikke overraskende, at partikler på nanostørrelse kan blive optaget af disse 
højere ordens organismer. De fleste studier beskæftiger sig med in vitro-systemer. Færre studier 
betragter levende organismer in vivo. Partikler af sukrosepolyester (Moore, 2006) eller silikatfibriller 
(Koehler et al., 2008) på nanostørrelse blev optaget i gællecellerne og fordøjelseskirtlen på 
blåmuslingen Mytilus edulis efter, at hele organismen var blevet udsat. De mindste silikatfibriller viste 
sig at passere gennem gællecellemembranen ved diffusion, mens de større partikler blev optaget ved 
endocytose (Koehler et al., 2008). Sukrosepolyesteret blev kun optaget ved endocytose (Moore, 
2006). Optagelsen af sukrosepolyester i cellen indtraf, hvad enten nanopartiklerne var indtaget eller 
suspenderet i vandet. I begge studier blev nanopartiklerne efter optagelse, ført ind i lysosomerne i 
cellen. 
 
3.4 Kompleksdannelse 
Den form, sølv befinder sig på i vand, er bestemt ved grundstoffets komplekse kemiske egenskaber og 
vandets natur. Sølv er blandt de metaller, som opfører sig som positivt ladede kationer (Ag+) i vand. 
Den frie positivt ladede sølvion (Ag+) har en stærk tendens til at binde sig til negativt ladede ioner i 
naturlige vande, for at opnå en stabil tilstand. De negativt ladede ioner kaldes ligander, og kan 
optræde i en opløsning eller på partikeloverflader. En meget lille del af det opløste sølv vil også 
forblive som den frie ion, afhængig af de forskellige negativt ladede ligander og styrken på bindingen 
mellem disse og sølvionen. Denne fordeling af sølv mellem dets ionform og dets ligandbundne form 
kaldes speciering (Luoma, 2008).  
I naturlige vande findes der hovedsageligt fem forskellige uorganiske anioner, som konkurrerer for at 
binde sig til de kationiske metaller. Disse er følgende: fluorid (F-), chlorid (Cl-), sulfat (SO4
2-), hydroxid 
(OH-) og carbonat (CO3
2-) (Luoma, 2008). Ligevægtskonstanter definerer styrken af hvert 
metalligandkompleks. Disse konstanter kan bruges i modeller til at forudsige specieringen af sølv i 
opløsning eller distribueringen blandt ligander. Specierieng er dels drevet af styrken af bindingen 
mellem sølv og den pågældende ligand, og dels af antalstætheden eller hyppigheden af ligander. Hvis 
sølv binder stærkere til en bestemt ligand frem for en anden, er det mere sandsynligt, at den vil binde 
sig til den førstnævnte, og ligander, som optræder mere talrige, har en større chance for at binde sølv 
(Luoma, 2008).  
De specifikke komplekser eller bundfald af sølv kan ikke måles direkte ved de lave koncentrationer i 
naturlige vande, men fordi man på kvantitativt grundlag kender deres kemiske egenskaber, kan 
distribuering blandt uorganiske ligander blive beregnet vha. kemiske principper med tilnærmelsesvis 
god nøjagtighed. Speciering er oftest mere varierende i ferskvand end i havvand pga. større 
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variabilitet i ligandkoncentrationer (Luoma, 2008).  
Sammensætningen af havvand er relativt konstant, kun koncentrationen af organiske materialer 
varierer meget. Sølvchlorid vil altid dominere i opløsning med havvand, selvom sølvsulfid også kan 
forekomme. Sølv interagerer stærkt med chloridionen, dog er interaktionen meget kompleks. I 
ferskvand forekommer chlorid i lave koncentrationer. Hvis der er flere chloridioner tilstede end 
sølvioner, vil sølvet imidlertid straks fælde ud som sølvchlorid, der ikke kan optages af organismer 
(Luoma, 2008). Sølvs stærke reaktioner med frie sulfider, opløste organiske materialer og chlorid kan 
bringe koncentrationen af frit sølv ned til et minimum i de fleste ferskvande. I havvand forekommer 
chlorid i meget høje koncentrationer, da saltet i havvand overvejende består af natriumchlorid. Sølv i 
havvand er mere reaktivt end det ville være i ferskvand, da dets mest hyppigt tilgængelige form er et 
ekstremt stærkt sølv-chlor kompleks (Luoma, 2008).  
De fleste nanopartikler har en tendens til at klumpe sig sammen for at danne større aggregater og 
agglomerater. Et aggregat defineres som en række stærkt bundne partikler, der har et reduceret 
overfladeareal i forhold til de enkelte partikler. Et agglomerat er en samling af løst bundne partikler 
eller aggregater. Aggregering kan reducere effektiviteten, hvormed sølvionerne frigives, fordi 
overfladearealet mindskes (Luoma, 2008). Ved at coate nanosølvpartikler med organiske materialer, 
vil man kunne forvente at se en reduceret aggregering (Luoma, 2008). Dette vil blive behandlet 
nærmere i næste afsnit. 
 
3.5 Dispergering 
En af de største udfordringer under fremstillingsprocessen af nanomaterialer er dispergeringen af 
nanopartiklerne i mediet. Dette skyldes nanopartiklernes høje overfladeenergi, som medvirker til at 
partiklerne klumper sig sammen (Kabir et al., 2007). Det er kun godt adskilte nanopartikler, der kan 
lede til unikke nye egenskaber ved materialet. Derfor afhænger de forbedrede egenskaber, 
hovedsageligt af den fine dispergering af nanopartikler inde i mediet. Ultrasoniske bølger med høj 
intensitet kan være nyttige i denne sammenhæng, da de genererer nogle vigtige ikke-lineære effekter 
i væskerne, nemlig flygtig kavitation og akustisk strømning, som vil blive forklaret nærmere i de 
følgende afsnit. Dette foregår ved at affyre ultralyd med høj intensitet ned i den ønskede suspension, 
hvor kavitationsbobler kan udvikle sig og vokse under adskillige cyklusser, indtil de opnår en kritisk 
diameter, som medvirker til boblernes implosion, dvs. et pludseligt indadgående kollaps. Dette kollaps 
forårsager ekstreme lokalforhold i form af meget højt lokaltryk og temperatur, en såkaldt hot-spot. 
Det er disse hot-spots, der gør det muligt at splitte partikelagglomerater fra hinanden. Chokbølgen fra 
det implosive boblekollaps og microstreaming fra kavitationssvingninger udgør dispergerings-
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mekanismerne bag sonikering. Adskillelige parametre påvirker tærskelværdien for dannelsen af 
kavitationsbobler. Dette kan eksempelvis være viskositeten, overfladespændingen og temperaturen af 
miksturen (Bittmann et al., 2009). Overordnet er det nødvendigt at benytte et flydende medium, da 
sonokemi er drevet af akustisk kavitation, som kun kan indtræffe i væsker. Akustisk kavitation 
omfatter dannelsen, væksten, aktiviteten og kollapset af små bobler, der producerer mikro hot-spots 
som kan opnå temperaturer på op mod 5000˚C og tryk på omkring 1000 atm (Kabir et al., 2007). 
 
3.5.1 Sonikering  
I forbindelse med at dispergere nanosølvpartikler i havvand blev der i dette projekt anvendt to 
forskellige former for sonikering, nemlig en probe- og en vandbadssonikator. Sonikering anvendes til 
adskillige formål. Bl.a. kan det fremskynde dispergeringen af svagt opløselige stoffer ved at bryde 
intermolekylære interaktioner vha. ultralyd. Ultralyd er lyd med frekvenser over det hørbare 
frekvensområde, og er normalt højere end 20 kHz. Sonokemiske synteser er, på grund af 
ultralydsirradiation, kendt for at accelerere kemiske reaktioner og iværksætte nye reaktioner, som er 
vanskelige at udføre under normale forhold (Kim og Kim, 2007). Det er en effektiv metode, som 
benyttes under produktionen af adskillelige nanomaterialer. En generelt accepteret synsvinkel er, at 
ultralyd producerer en gasagtig kavitation i væsken. Som nævnt tidligere, beskriver denne betegnelse 
dannelsen af små bobler fra opløste gasser eller dampe, som dannes pga. trykændringer. Disse bobler 
er i stand til at danne resonansvibrationer og dermed producere energiske hvirvler, som kaldes 
microstreaming.  
Prober, populært også kaldet horn, er titaniumredskaber, fremstillet i en specifik størrelsesorden og 
form, som ved resonansfrekvensen gør det muligt at skabe en mekanisk bevægelse langs proben (se 
figur 1). Denne mekaniske vibration bliver forstærket og overført ned langs proben. I væske forårsager 
proben kavitation, som har evnen til at forarbejde prøver. I en vandbadssonikator bliver elektrisk 
energi med høj frekvens omdannet til ultralydsbølger vha. ultrasoniske omformerer (se figur 1). Disse 
højfrekvenslydbølger skaber utallige mikroskopiske kavitationsbobler, som udvider sig og derefter 
kollapser. Disse bobler opfører sig som miniature højhastighedsbørster, som driver væsken ind til alle 
åbninger og fordybninger i det objekt, som er nedsænket i væsken.  
Med en probesonikator er microstreaming fænomenet kun begrænset til området omkring proben. I 
en vandbadssonikator derimod bliver alt vandet i tanken eksponeret for ultralydsenergi (IPMB, 2007). 
Probesystemet er vanskeligt at arbejde med, da det producerer skum, og da der kun kan behandles et 
prøvestof ad gangen (IPMB, 2007). Tilstedeværelsen af polære overfladeaktive stoffer i skummets 
væskefase skaber fyldigt og stabilt skum. Sådanne skum har potentiale til at forstyrre processer og 
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begrænse procesenhedernes ydelseskapacitet (Varadaraj, 2003). Dette fænomen oplevede vi dog ikke 
i vores brug af sonikator. Derudover dannes der ved probesystemer også aerosoler, som er skadelige 
ifølge biosikkerhedsregler (IPMB, 2007). Imidlertid har proben dog den fordel, at den kan præstere en 
bedre homogenisering og emulsion (PCI, 2009). 
 
 
 
Figur 3.2. Til venstre ses en probesonikator, og til højre en vandbadssonikator. 
 
3.5.2 Coating 
I et vandigt medie dispergeres nanosølvpartikler kun svagt (Chai, 2008). Ladede funktionelle grupper 
eller overfladebehandlingsmidler kaldet coatings kan tilføjes nanosølvpartiklerne for at øge deres 
dispergering i vand.  Et firma anbefaler at coate sølvpartikler på 2-5 nm med en polymer coating, som 
gør dem vandopløselige (Luoma, 2008).  
Ahamed et al. (2008) har i et forsøg med embryoniske musestamceller– og fibroblastre anvendt to 
forskellige typer nanosølvpartikler, for bl.a. at undersøge hvorvidt coating skulle give anledning til en 
genotoksikologisk effekt (se kapitel 2). Der blev anvendt en polysaccharid (gummi arabikum) coated 
partikel og en uncoated, dvs. ikke-funktionaliseret, partikel. Forskellig overfladekemi på nano-
partiklerne medvirker til forskellig adfærd i vandig opløsning. Uncoatede nanosølvpartikler er 
tilbøjelige til at klumpe sig sammen, hvorimod de coatede partikler har langt lettere ved at 
dispergere. Da uncoatede nanosølvpartikler har en tendens til at klumpe sig sammen, antages de 
derfor ikke at kunne trænge ind i nogle af cellens organeller såsom fx cellekernen og 
mitochondrierne, mens at coatede nanosølvpartikler forventes at være distribueret overalt i cellen 
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(Ahamed et al., 2008). Resultaterne fra forsøget ved Ahamed et al. (2008) viste, at den forskellige 
overfladekemi på nanopartiklerne inducerede forskellige DNA-skade respons. Coatede 
nanosølvpartikler udviste alvorligere skader end uncoatede nanosølvpartikler. Dette forklares ved, at 
polysaccharid-coatede partikler er mere individuelt distribuerede, mens uncoatede partikler pga. 
sammenklumpning har en lille del af overfladearealet tilgængeligt og en begrænset adgang til 
membranbundne organeller.  
I dette projekt blev anvendt nanosølvpartikler med polyvinylpyrrolidon (PVP) coating. PVP har en 
række unikke egenskaber. Det er bl.a. opløseligt i vand, hvilket gør det til et godt dispergeringsmiddel 
og dermed en god coating. Imidlertid er der blevet udført et begrænset antal undersøgelser med PVP, 
som tyder på potentiel carcinogen effekt. En af disse undersøgelser involverer mus, rotter og kaniner, 
hvor PVP forårsagede lokale tumorer (IARC, 1999). Der blev i dette projekt derfor lavet to kontroller 
med PVP på hhv. 2 mg/L og 1000 mg/L for at sikre, at PVP ikke havde nogen indvirkning på 
forsøgsresultaterne. Resultaterne fra PVP-kocentrationerne kan ses i figur 6.7, og coatingens virkning 
diskuteres i afsnit 7.2.  
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4 DNA-skader 
Dette kapitel indeholder en kort introduktion til opbygningen af DNA, efterfulgt af en kort beskrivelse 
af DNA-skader samt reparationssystemer.  
 
4.1 Deoxyribonukleinsyre (DNA) 
En enkelt DNA-streng består af flere millioner af nukleotider. Et nukleotid (monomer) er bygget op af 
en nitrogenholdig base (Thymin(T), Adenine(A), Cytosine(C) eller Guanin(G)), sukker (deoxyribose) og 
en fosfatgruppe. Disse nukleotider holdes sammen af kovalente bindinger (fosfodiester-bindinger). 
DNA-strengens ”rygmarv” er fosfat – sukker – fosfat – sukker osv. På hvert sukkermolekyle er 
tilknyttet en af de fire førnævnte baser. DNA-molekylet er dobbeltstrenget og er derfor opbygget af to 
DNA-strenge, som holdes sammen af hydrogenbindinger mellem baserne. Baserne danner par som 
følger. A med T og C med G (se figur 4.1.) DNA-molekylet er desuden polært (Pedersen, 2001). 
 
 
Figur 4.1. Her ses et udsnit af et DNA-molekyle med to basepar mellem hhv. thymin,adenin og cytosin-guanin. 
 
4.2 DNA-skader og DNA-repairsystemer 
Mutationer opstår, når en DNA-skade ikke bliver repareret før celledeling. Disse kan forekomme 
spontant eller induceret af kemiske stoffer, stråling eller fejlagtig/manglende reparation af skaderne. 
                                                                          22  
Kemiske stoffer, der er direkte skadelige for DNA’et kaldes mutagener, og stoffer, der indirekte 
forårsager skader, er pro-mutagener. Disse er som regel også carcinogene (kræftfremkaldende). Figur 
4.2 viser, hvilke udfald der kan være af en opstået DNA-skade. 
 
  Nøjagtig reparation Normal celle 
 
 
DNA-skade  Ingen reparation Død celle 
 
 
Unøjagtig reparationMuteret celle 
 
 
 
Figur 4.2. Viser de forskellige resultater af DNA-skader på celler. Ved fuldstændig reparation af DNA’et fortsætter 
cellen med at virke normalt. Hvis skaden er tilstrækkelig stor og der ikke sker nogen reparation, vil cellen dø, da 
den ikke længere kan gennemføre de processer, der skal holde den i gang. Hvis der er fejl i reparationen, kan 
cellen overleve, men den vil være muteret. Disse celler kan udvikle sig til kræftceller. Egen figur. 
 
 
Eukaryote celler har imidlertid en række mekanismer, der sættes i gang for at undgå egentlige 
mutationer i at opstå. Det drejer sig bl.a. om visse proteiner, fx p53, der kan forsinke cellecyklus for at 
give ekstra tid til DNA-reparationssystemerne. Spontane mutationer opstår af og til af ukendte 
årsager, de forekommer eksempelvis som (Pedersen, 2001);  
 
- Fejlparring af baseparrene i DNA-molekylet under syntesen, dannelsen, som følge af 
depurinering, hvor bindingen mellem A eller G og sukkergruppen brydes ved hydrolyse, altså 
under optagelse af vand. 
 
- Ved deaminering, hvor bindingen imellem aminogruppen og ringen i Cytosin brydes og 
aminogruppen tabes. 
 
Spontane mutationer forekommer dog kun 1x10-6 gang i hvert gen gennem cellens livscyklus 
(Pedersen, 2001). Derudover lykkes det i de allerfleste tilfælde DNA-reparationssystemet at reparere 
skaderne før cellens deling – for såvel spontane som inducerede skader. 
Inducerede mutationer kan forekomme som følge af påvirkningen af et kemisk stof. De direkte 
mutagene stoffer er meget reaktive og forårsager således skader/ændringer på DNA’et. De pro-
mutagene stoffer reagerer ikke med DNA, men kan i stedet omdannes til mutagener i kroppen, 
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hvorefter de så reagerer (Pedersen, 2001).  
Der findes flere forskellige mekanismer til at udføre reparationen, og de afhænger bl.a. af, hvilken 
type skade der er sket. Heriblandt: 
 
- Mismatch repair, der korrigerer fejlparring mellem nukleotiderne (Cambell og Reece, 2005). 
- En anden mekanisme, excision-repair, der inddrager forskellige enzymer, tager sig af de mere 
komplicerede skader ved at klippe fejlen ud, hvorefter andre enzymer sætter nye nukleotider 
på DNA-strengen. Hvis DNA-skaderne er meget omfattende, vil bl.a. proteinet p53 kunne 
kode cellen til at nedbryde sig selv, altså gå i apoptose (Pedersen, 2001). 
 
4.2.1 Apoptose 
Apoptose, programmeret celledød, er en proces i cellen, der beskytter naboceller fra at tage skade, 
når cellen dør. Når en celle dør, holder den op med at fungere, og den skal destrueres. Dette skal 
gøres, uden at omkringliggende væv og celler beskadiges. Celler indeholder nedbrydningsenzymer, 
som ved cellens død kan være til skade for dens omgivelser, hvis de ikke nedbrydes. Derfor 
indeholder alle celler en mekanisme til en slags selvdestruktion (Campbell og Reece, 2005). 
Processen virker ved, at nogle proteiner i cellen fragmenterer DNA og cellens øvrige organeller. Dette 
er inklusiv enzymer og cellens fordøjelsessystem. Rester fra denne proces optages og nedbrydes af de 
omkringliggende celler (Campbell og Reece, 2005). 
Der findes flere forskellige mekanismer, som kan sætte apoptoseprocessen i gang. Som det er 
beskrevet, kan apoptose startes af et udefrakommende signalstof. Der kan også ske det, at nogle 
proteiner eller andre signalstoffer starter en proces, hvor mitochondrierne begynder at lække. Herved 
vil der trænge nogle proteiner ud af mitochondriet, som vil få apoptoseprocessen til at forløbe 
(Campbell og Reece, 2005). 
Hvis en celle tager tilstrækkelig og irreversibel skade - det kan være DNA-skade, som kan forårsage 
kræft - vil den normalt respondere med et signal til at starte apoptose (Campbell og Reece, 2005). 
 
4.2.2 Reaktive oxygen arter (ROS) og oxidativt stress 
Som nævnt i afsnit 3.2, kan nanosølvpartikler også fremme forekomsten af reaktive oxygen arter 
(ROS), og disse kan forårsage DNA-skader og inducere apoptose. De reaktive oxygenarter består af 
forskellige reaktive oxygen molekyler såsom O2
-, H2O2 og OH
-, som hver har modtaget en ekstra 
elektron og derfor er blevet ustabile. Dannelsen af O2
- (den såkaldte superoxid) sker naturligt, omend 
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normalt sjældent og kortvarigt i eukaryote cellers mitochondrier, under omdannelsen af ADP 
(Adenosin Difosfat) til ATP (Adenosin Trifosfat) i mitochondriernes respirationskæde. 
Respirationskæden består, kort fortalt, af fire komplekser (proteiner), der sidder i mitochondriernes 
inderste cellemembran, som omdanner næringsstoffer til energi, bl.a. vha. elektrontransportører og 
protonpumper. Protonpumperne transporterer H+ ioner over cellemembranen og danner derved et 
membranpotentiale, der er en spænding over membranen.  Dette betyder, at der er en forskellig 
ladning på hver side af membranen, der gør, at ioner - hvis de har en vej - gerne flyder mod den 
modsatte ladning. Denne energi bruges af ATP-syntese til at sætte en fosfat-gruppe på et ADP 
molekyle, og omdanner den derved til ATP. ROS i mitochondrierne opstår normalt ved, at 
elektrontransporterne afgiver en elektron til et O2-molekyle. Dette sker normalt i første eller tredje 
kompleks, og danner derved O2
-. Denne proces kan stimuleres af nanopartikler, herunder 
nanosølvpartikler (Asharani et al., 2008b). Dette sker muligvis ved, at nanopartiklerne hæmmer 
overførslen af elektroner fra kompleks til kompleks. Dette gør, at frie O2 molekyler har en større 
chance for at optage elektronerne og omdannes til O2
- som derefter kan omdannes til H2O2 og videre 
til OH-. Det er netop OH--ionerne, der kan forårsage skade på DNA’et.  
ROS kan reagere med cellens vigtigste molekyler, sacchariderne, lipiderne, proteinerne og DNA’et, og 
det er muligt, at de kan passere igennem mitochondriernes ionkanaler. De bliver også brugt af nogle 
former for hvide blodceller såsom makrofager, til at slå fremmede celler ihjel (Papas, 1999). 
Dyreceller forsvarer sig imod effekten af radikalerne ved at have antioxidanter inde i cellen, men hvis 
koncentrationen af ROS er for stor til, at antioxidanterne kan neutralisere dem, opstår der oxidativt 
stress, hvor ROS begynder at reagere med andre molekyler i større omfang, da der ikke er flere 
antioxidanter til at stoppe dem. Oxidativt stress hos Mytilus edulis som følge af eksponering for 
nanoguldpartikler er bl.a. påvist af Tedesco et al. (Tedesco et al., 2008). 
I mitochondrierne kan ROS forårsage alvorlige skader på enzymerne og DNA’et. ROS kan også i nogle 
tilfælde påbegynde en apoptosereaktion i mitochondrierne (Hsin et al., 2008). Dette alene kan 
betyde, at cellen enten dør eller bliver hæmmet, men ROS forlader også mitochondrierne og flyder 
ud i cytoplasmaet. Her skaber de yderligere forstyrrelser i membraner og enzymer og kan også 
fortsætte ind i kernen. Her kan ROS forårsage skade på cellens DNA og dette kan altså føre til 
mutationer, kræft og celledød. 
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5 Comet assay 
I dette kapitel argumenteres for brugen af comet assay til detektion af DNA-skader. Vi kommer ind på 
vores formålsøjemed og gennemgår metodens teoretiske principper.  
 
5.1 Argumentation for brug af metoden comet assay 
Comet assay er en populær kvantitativ og kvalitativ metode til detektion af DNA-skader i eukaryote 
celler, og giver et visuelt bevis herpå. Comet assay kan benyttes som klassificeringsredskab til 
screening af stoffers gentoksiske effekter.  Metoden er enkel at anvende, hurtig at udføre og har et 
bredt spektrum af indbyggede tolkningsmuligheder (Collins et al., 2008). Comet assayet kan 
detektere fra omkring 100 til flere tusinde brud på DNA-strengene (Collins et al., 2008), og er således 
mere sensitiv i intervallet af målte DNA-skader end andre forsøgsmetoder (Jha, 2008). En anden 
fordel er, at det ikke er nødvendigt med et forudgående kendskab til den specifikke cellecyklus og 
turnover rate hos den eksponerede organisme (Jha, 2008).  
A.R. Collins er ekspert inden for brugen af comet assay, og beskriver i artiklen ”The comet assay: 
topical issues” (2008) de anvendelsesmuligheder og udfordringer, der er ved comet assay. Der er 
ifølge A.R. Collins opstået flere udbredte misforståelser mht. tolkningen af resultater udledt fra 
comet assay. Desuden efterlyser A.R. Collins, at flere forskere vil udnytte comet assayets fulde 
potentiale, hvor der med bl.a. anvendelse af visse enzymer kan analyseres på selve arten af DNA-
skade, frem for kun at kigge på, om der er skade. Dette kommer vi nærmere ind på i vores diskussion. 
I vores brug af comet assay udnytter vi kun muligheden for at detektere skader samt at vurdere 
graden af disse – og forsøger ikke at bestemme, hvilke skader vi ser. Eftersom vi ikke på forhånd ved 
om nanosølvpartikler skader DNA’et, synes dette at være en fornuftig afgrænsning af rent praktiske 
årsager. 
Efterhånden som der er sket en udvikling i forsøgsmetoder og raffinering af måleredskaber for 
skadelig effekt, er det nu muligt at detektere skader hos mindre organismer, og på et tidligere stadie. 
Herunder vil anvendelse af comet assay ved in vivo forsøg gøre det muligt at detektere DNA-skader, 
der potentielt kan føre til mutationer og/eller tumordannelse hos den eksponerede organisme (Jha, 
2008). Det er vel at mærke, før skaden for alvor er sket, og organismen har fået tumorer, er død eller 
der har vist sig mutationer hos organismens efterkommere.   
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Comet assay kan bruges i alle typer isolerede celler og er et passende testsystem for kontrol af 
gentoksisk effekt i vildtlevende arter. Den bruges ofte på gælle- eller blodceller fra marine 
organismer. Særligt gælleceller fra fx Mytilus edulis menes at være passende celler at anvende, da de 
gennem filtreringsprocessen udsættes direkte for de DNA-skadelige stoffer, som er opløst eller 
bundet til partikler i vandet (Rank og Jensen, 2003). 
Mitchelmore og Chipman (1997) har benyttet sig af comet assay på Mytilus edulis til at screene for 
DNA-strengbrud. Her blev blandt andet påvist brud hos fordøjelseskirtlernes celler, in vitro, efter 
eksponering for H2O2 (Mitchelmore og Chipman, 1997). H2O2 er som bekendt en af de reaktive 
oxygen arter (jævnfør kapitel 4). Det ville derfor være en nærliggende antagelse, at de påviste skader 
kunne være forårsaget af oxidativt stress. Skader som følge af oxidativt stress kan altså spores i 
comet assay og, som før nævnt, menes nanosølvpartikler netop at kunne stimulere ROS og medvirke 
til oxidativt stress (se kapitel 4). 
Mitchelmore og Chipman påviste respons vha. comet assay hos en hel del akvatiske arter både in 
vitro og in vivo som følge af eksponering for både direkte og indirekte virkende agenter. Altså både 
stoffer (fx H2O2), som ikke kræver metabolisk aktivering og stoffer, som gør (som fx BaP, 
benzo(a)pyren) (Mitchelmore og Chipman, 1997). 
 
5.2 Comet assay som klassificeringsredskab 
I vores brug af metoden comet assay efterstræber vi at benytte metoden til at screene stoffer for 
gentoksiske og potentielt mutagene effekter, med det formål at kunne klassificere det pågældende 
stof efter de regulatoriske retningslinjer. Et stof, der er mutagent vil besidde potentiale for at være 
kræftfremkaldende og/eller gentoksisk, og hvis det er tilfældet, vil det blive klassificeret under den 
betegnelse CMR, Carcinogenic, Mutagenic and Reprotoxic, der er den fælles gruppering af stoffer 
med disse farlige egenskaber.   
Når det kommer til klassificering af stoffer, er det primære formål ikke at skabe et realistisk og 
relaterbart miljø under eksponeringen, men derimod at opnå effekt. Når et stof først er blevet 
klassificeret efter skadelig effekt, kan der efterfølgende udføres mere naturtro forsøg med henblik på 
at lave regulering i form af en grænseværdi for stoffets optræden i produkter, udledning og miljø.  
Det er netop med henblik på klassificering og regulering af nanosølvpartikler, at vi har valgt de 
forholdsvist høje koncentrationer til eksponeringen af Mytilus edulis. Formålet har været at opnå 
effekt i form af DNA-skade og ikke dødelighed. Intervallet i koncentrationer ved første 
screeningsforsøg er dermed baseret på resultater fra andres forsøg, hvor der er opnået effekt ved 
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lignende koncentrationer (Asharani et al., 2008a og Ahamed et al., 2008b). Disse forsøgsresultater og 
baggrunden for vores valg af koncentrationer præsenteres i kapitel 6. 
 
5.3 De teoretiske principper bag comet assay 
I de følgende afsnit gennemgås først metodens hovedtræk, og derefter følger en nærmere forklaring 
af de essentielle princippers funktion. 
 
5.3.1 Hovedtræk 
Det grundlæggende formål med comet assayet er at detektere DNA-skader in vitro eller in vivo. Det 
være sig enten som baggrundsmåling eller efter eksponering for et givent stof, som led i 
undersøgelsen af dets toksicitet. Navnet comet assay kommer af, at der ved mikroskopi af de 
eksponerede og præparerede celler fremkommer kometlignende objekter, der forlænges og 
intensiveres i takt med øget DNA-skade.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A            B 
Figur 5.1. A: Oversigtsbillede af forskellige kometer fra egne målinger, som de ser ud i mikroskopet, dog uden 
farver. Til venstre ses en skadet celle, mens de to celler til højre ikke har taget megen skade.  
B: Samme oversigtsbillede, set fra computeren, hvor softwaren måler på intensiteten af DNA’et, samt længden 
af komethalen. Dette er blot et visuelt eksempel. I praksis måles kun på én celle/komet ad gangen. 
 
Figur 5.1 viser billeder af celler med og uden DNA skade. I bunden af billede B ses intensiteten af DNA 
i cellen. Det ses således, at DNA’et i cellen til venstre er spredt på grund af skaden, mens de to øvrige 
celler har en flot koncentration af DNA i kernen, og derfor stort set er intakte. 
Før der måles, skal cellerne præpareres. Hovedtrækkene i comet assay på gælleceller fra Mytilus 
edulis er illustreret på figur 5.2 og derefter nøjere beskrevet. 
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Figur 5.2. Viser comet assay metoden brugt på Mytilus edulis i grove træk (egen figur). 
 
Forberedelse af celler på målbare præparater:  
 
 Eksponering, in vivo, af Mytilus edulis for det givne stof (44 timer i vores tilfælde). 
 Isolering af celler: Udtagelse af gæller, klipning, rystning, filtrering og centrifugering. 
 Indstøbning af gælleceller i agarose på præparatglas.  
 Lysering af cellerne. Fjerner cellemembranen og blotter kerne og DNA.  
 Unwinding af DNA-molekyler ved pH > 13 
 Elektroforese i basisk opløsning medfører, at eventuelle DNA-fragmenter vandrer mod 
anode. 
 Neutralisering, for at fjerne basen.  
 Farvning, for iagttagelse under fluorescensmikroskop. 
 
Måling af eventuelle DNA-skader: 
 
 Scoring af kometer ved hjælp at mikroskop, kamera og computersoftware. 
 Analyse af talmateriale. 
 
Fremgangsmåden i comet assayet er tilrettelagt efter at kunne analysere DNA-skade hos eukaryote 
celler. Hos eukaryote celler er størstedelen af DNA’et indkapslet og beskyttet af en yderligere 
membran i cellekernen. Det, til forskel fra prokaryote celler (bl.a. bakterier), hvor DNA’et er ude i 
selve cellevæsken (cytosolen).  
En vigtig del af comet assayet går dermed ud på at isolere cellerne, for derefter at sprænge (lysere) 
cellemembranen med det formål at nå ind til kernen og blotte DNA’et. Det betyder således også, at 
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den mindre del af DNA, der findes i cellens mitochondrier, ikke vil blive målt for DNA-skader, da det 
simpelthen forsvinder under lyseringen (Collins et al., 2008) 
 
5.3.2 Lysering 
Lysering af celler betyder, at cellemembranen sprænges eller ødelægges. Det er nødvendigt i 
forbindelse med comet assay, da formålet som nævnt er at nå ind til kerne-DNA’et i cellerne. 
Lyseringen udføres med en opløsning af bl.a. NaCl og detergentet Triton X-100. Detergentet opløser 
cellemembranen, hvorefter saltet nedbryder cellevæskens indhold af proteiner og RNA, for at de ikke 
skal forstyrre under målingen af DNA-skader. Det er nødvendigt at lade lyseringsvæsken virke mindst 
én time (Tice et al., 2000), hvorfor vi har lyseret præparaterne i hhv. 1,5 time ved 2. screening, og ca. 
18 timer ved 1. screening og forsøget med tre replikater. Den længere lyseringstid i de to af 
forsøgene blev valgt af praktiske årsager, og har ikke betydning for processen. 
 
5.3.3 Unwinding af DNA 
For at opnå størst mulig vandring af det evt. skadede DNA ved elektroforesen, er det nødvendigt at 
’vikle’ DNA-strengene ud og denaturere molekylerne, så de bliver enkeltstrengede. Ved detektion af 
DNA-fragmenter unwindes DNA’ets helixstruktur. Baseparrenes hydrogenbindinger sprænges og 
nuklotiderne separeres. Eventuelle DNA-fragmenter er fri til at vandre gennem cellekernen ved 
elektroforesen. På figur 5.3 illustreres, hvordan baseparrenes hydrogenbindingerne brydes. 
 
 
Figur 5.3. Viser henholdsvis et enkeltstrengsbrud og et dobbeltstrengsbrud. Heraf ses nødvendigheden af 
unwinding hvis man vil sikre sig, at enkeltstrengsbrud også detekteres ved målingen. Et enkeltstrengsbrud kan 
ikke vandre under elektroforese, medmindre hydrogenbindingerne til den anden DNA-streng brydes. Dette 
gøres ved unwinding.
5
 
                                                 
5
  Figur 5.3 taget fra http://wpcontent.answers.com/wikipedia/commons/8/87/Ssvsds.jpg (26/05-2009) 
 
                                                                          30  
 
En pH > 12 kan forstyrre de interne hydrogenbindinger i DNA-strukturen. En pH > 13 vil sikre, at selv 
meget små DNA-brudsstykker (såkaldte SSB, single strand breaks og ALS, alkaline labile sites) vil 
fremgå klart i målingen af DNA-skader. Således benytter vi os af en basisk opløsning med pH>13 i 15 
minutter før elektroforesen, der foregår i samme væske.  
 
5.3.4 Elektroforese 
Elektroforesen er de afgørende trin i at få cellerne til at fremstå som kometer. Elektroforesen foregår 
som sagt i basisk opløsning (pH>13) og i vores tilfælde ved 28V og 300mA i 10 minutter. Størrelsen i 
spændingen (V) og strømstyrken (A) er ikke af den største betydning (Collins et al, 2008) og kan 
variere mellem celletyper (Tice et al., 2000), men det er naturligvis vigtigt at udføre 
sammenhængende forsøg med samme udstyr, spænding, strømstyrke og varighed (Tice et al., 2000). 
Den elektriske ledning i væsken vil medføre, at de negativt ladede fosfatgrupper i DNA-strengene vil 
blive trukket mod anoden (pluspolen). De brudte strenge (SSB) og de mindre stykker (ALS) vil således 
vandre længere. Efter elektroforesen neutraliseres og farves præparaterne med det formål at kunne 
se cellerne i mikroskop. 
 
5.3.5 Scoring af kometer 
Målingen af kometer kan foretages med eller uden brug af computersoftware, og der måles på 
mellem 50 og 100 celler pr. præparat. Vi benytter os af computersoftware, og derfor vil 
fremgangsmåden uden brug deraf ikke beskrives nærmere. Softwaren måler på længden og 
intensiteten af de enkelte kometer og forfiner således resultaterne, i forhold til en manuel scoring af 
kometer.  
For i størst mulig grad at undgå menneskelig selektion blandt kometerne, der observeres under 
mikroskopien, er der et par retningslinjer, der er vigtige at følge. For det første er det mest 
hensigtsmæssigt, hvis samme person foretager målingen på samtlige præparater. Dette efterfulgte vi 
ikke, eftersom vi alle selvfølgelig gerne ville tage del i processen og lære. For det andet skal de 
enkelte præparater kodes, så personen bag mikroskopet ikke ved, hvilken koncentration, præparatet 
repræsenterer. Dette blev efterfulgt. Yderligere kan det besluttes, at man vælger at måle på den 
komet, der ligger tættest på midten af oversigtsbilledet i mikroskopet. Vi forsøgte i videst muligt 
omfang at måle ensartet, men det skal naturligvis haves in mente, at vi alle har foretaget målingerne.   
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Metoden er altså baseret på at måle på de ødelagte DNA-fragmenter, som under elektroforese 
bevæger sig væk fra cellekernen. Herved dannes en hale af de brudte DNA-strenge ud fra hovedet, 
som består af intakt DNA. Mængden af stykker i halen afhænger af, hvor stor DNA-skadelig effekt 
stoffet har haft på de eksponerede celler. 
 
5.3.6 Analyse af talmateriale 
Når comet assays analyseres ved hjælp af computersoftware, måles der flere forskellige parametre til 
senere statistisk behandling. To af disse er hhv. halelængden (tail length) og intensiteten af DNA i 
halen (% tail intensity). Produktet af disse to kaldes tail moment og anvendes hos mange forskere 
som parameter for den målte DNA-skade. Det står Collins et al. (2008) sig imidlertid meget 
uforstående overfor. Det skyldes primært, at komethalen kun forlænges ved en forholdsvist lav grad 
af DNA-skade. Det største interval i DNA-skade afspejles i % tail DNA, idet der i teorien kan måles fra 
0-100 % DNA i halen. 
Tail moment, som er produktet af halelængen og intensiteten (% tail DNA), er dermed ikke lineær i 
forhold til dosis, hvorfor Collins et al. (2008) på det stærkeste afskriver valget af denne parameter. I 
stedet anbefales % tail DNA (intensiteten) til analyse af talmateriale. En yderligere fordel ved brug af 
% tail intensity som parameter er, at den er anvendelig til sammenligning med resultater fra andre 
forsøg.  
Vi vil i vores analyse af resultater efterfølge Collins et al.s anbefalinger og bruge % tail intensity som 
parameter for graden af DNA-skade.
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6 Forsøgsbeskrivelser 
Dette kapitel indeholder forsøgsbeskrivelser af de tre udførte forsøg, hvoraf to af forsøgene er 
screeningsforsøg, udført med henblik på at finde det rette koncentrationsinterval til forsøget med tre 
replikater. Derudover findes der en kort beskrivelse af de atomapsorbtions-målinger, vi udførte for at 
bestemme den aktuelle koncentration af nanosølvpartikler i vores stamsuspensioner. Traditionelt 
benytter man sig af ét screeningsforsøg før forsøget med tre replikater, men vi udførte endnu et 
screeningsforsøg, eftersom resultaterne fra vores 1. screening var uklare, og vi havde opnået ny 
viden om flere trin i processen, der kunne have betydning, bl.a. sonikeringen. Mellem hver 
forsøgsbeskrivelse er der således en kritisk evaluering af forsøgsresultaterne med henblik på 
praktiske ændringer til næste forsøg.  
Formålet med første screeningsforsøg var at give os en ide om, hvilke koncentrationer vi skulle vælge 
til den endelige forsøgsopsætning. Derfor forsøgte vi at vælge koncentrationerne i et relativt bredt 
spektrum på baggrund af forsøgsresultater fra de tre artikler nævnt i kapitel 2. I disse tre forsøg lå 
koncentrationsniveauerne i følgende intervaller: 25-400mg/L (Asharani et al., 2008b), 25 og 50mg/L 
(Ahamed et al., 2008) og 5-100mg/L (Asharani et al., 2008a). Alle tre forsøg er udført in vitro, hvor 
cellen er blottet fra starten. Vi resonerede os derfor frem til, at vi i vores in vivo forsøg måtte lidt 
højere op i koncentration for at se effekt. 
Derfor blev to identiske suspensioner fremstillet ved at nanosølvpartikler blev afmålt i en kolbe, der 
fyldtes med autoklaveret havvand op til 500 ml. Eftersom vores solutionsmiddel indeholdt salt, fandt 
vi, at sølvet aggregerede og ikke ville dispergeres. Vi blev gennem korrespondance med firmaet 
NanoAmor, hvorfra vi havde købt vores nanosølvpartikler (se Bilag B for produktbeskrivelse), 
anbefalet at tage sonikering i brug for at kunne dispergere så stor en mængde nanosølvpartikler som 
muligt. Dette blev desuden også anbefalet os af Anders Johansen, DMU. Derfor sonikeredes de to 
suspensioner hvorefter suspensionerne hældtes sammen i en kolbe for at opnå vores 
stamsuspension, og blev henstillet i 2 timer for at give partiklerne mulighed for at bundfældes inden 
forsøgets start, efter anbefaling fra Anders Johansen, DMU. 
Valget af de 6 forskellige koncentrationer i 1. screeningsforsøg (se 6.3) til eksponering af Mytilus 
edulis, bygger således på et ræsonnement over disse resultater, hvor der er set effekt og dødelighed 
ved forskellige celletyper in vitro. Som hhv. positiv- og negativkontroller benyttede vi os af to 
sølvnitratkoncentrationer, AgNO3, og to ikke-eksponerede kontroller. Formålet med AgNO3 var, at 
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det skulle fungere som positivkontrol for metoden, eftersom sølvioner er påvist toksiske (se kapitel 
3.1.1 og 3.2), hvilket blev foreslået af Anders Johansen fra DMU. Denne positivkontrol blev dog kun 
brugt i 1. screening, mens der i 2. screening og forsøget med tre replikater hhv. blev anvendt UV-lys. 
 
6.1 Feltarbejde 
Ca. 130 blåmuslinger (Mytilus edulis) samt tilstrækkelige mængder saltvand til brug ved 
akklimatisering og forsøgsopsætning blev indsamlet i Isefjord (v. Søminestationen) d. 18/02/09.  
Muslingerne blev anbragt i akvarium i kølerum ved 10 °C i det medbragte vand til akklimatisering. 
Vandstanden blev markeret for fremtidig justering af saliniteten, der blev målt til 1,9 %. Når 
vandstanden er faldet i akvariet, betyder det, at vandet er fordampet og saliniteten er steget. Derfor 
justeres med demineraliseret vand, for at sikre en konstant salinitet.   
Gennem hele processen blev muslingerne i akvariet fodret to gange ugentligt med 2 g morteret alge 
(Spirulina). Alt saltvand brugt til forsøget blev i forvejen autoklaveret dvs. varmesteriliseret ved 
trykkogning. 
 
6.2 Fremgangsmåden med comet assay 
(Se Bilag C for oversigt af reagenser og fremstilling af disse) 
Første del af comet assay metoden var i dette tilfælde at eksponere muslingerne for 
nanosølvpartiklerne in vivo i 44 timer.  
Efter endt eksponering, åbnedes muslingerne ved at skære deres lukkemuskel over med skalpel og 
klippede gællerne ud. 
 
    
Figur 6.1. Til venstre ses plukning af musling med skalpel, og til højre er gællens placering i den oplukkede 
musling markeret.  
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I isbad var opsat 4 milliliterglas per forsøgskoncentration med 2 ml calciummagnesium fri 
saltopløsning (CMFS) i hver. Gællerne blev skyllet i de første 3 glas, samlet i det fjerde, hvor de blev 
klippet jævnt i 1 min. Gællemassen blev skyllet over i 100 ml koniske kolber med 8 ml (2 x 4 ml) 
CMFS, og det samlede volumen var nu cirka 10 ml. Kolberne blev tætlukket med parafilm, anbragt på 
is og sat i rystevandbad ved 5oC i 30 min. Begge disse processer havde til formål at frigive cellerne. 
Efter rystning blev gællemassen filtreret igennem 20 μm2 nylonvæv i glastragt og ned i centrifugeglas 
sådan, at gællecellerne blev isoleret fra gællemassen - og cellerne, der førtes med væsken gennem 
vævet anvendtes videre i forsøget. Væsken med cellerne blev centrifugeret i 8. min ved 400 x g og 
5oC. 
Mens cellerne blev centrifugeret, blev det nødvendige antal objektglas belagt med 100 μL af den 55°C 
varme agarose opløsning og et dækglas, og derefter lagt på is for at stivne agarosen. Efter 1. 
centrifugering var cellerne bundfældet, og med pipette udtog vi 7 - 7,5 ml af den overskydende 
væske, for kun at have væske med celler tilbage. Den tilbageværende cellemasse blev rystet og 
overført til mikrorør, hvorefter mikrorørene blev centrifugeret i 5 min. ved 400 g. 
Sideløbende med disse to centrifugeringer udførtes viabilitetstest på cellerne, ved at farve prøverne 
med en fluorescin, ethidiumbromid og PBS-opløsning. Præparaterne blev undersøgt under 
fluorescensmikroskop, hvor vi som stikprøve talte 100 cellers viabilitet pr. prøve.  
Efter 2. centrifugering hældte vi forsigtigt den overskydende væske fra mikrorørene. Cellerne blev 
blandet med 125 μL af den 37 °C agaroseopløsning og rystet godt, hvorefter vi tog 100 μL ud, som 
blev anbragt på objektglas og dækket med dækglas samt lagt på is for at stivne. 
Præparaterne blev sat i lyseringsopløsning på køl natten over. Før og efter lyseringen arbejdede vi 
konstant i UV-frit lys, for at undgå yderligere skade derfra. 
Elektroforeseopløsningen blev frisk fremstillet og hældt i elektroforesekarret, hvorefter strømstyrke 
(300 mA) og spænding (28 V) blev indstillet. Præparatglassene blev skyllet i elektroforesevæske i 
separat kar i 10 sek. for at skylle lyseringsvæsken af, og blev dernæst lagt i elektroforese-karret i 15 
min. uden strøm for at sikre unwinding af DNA’et. 
Strømmen blev tændt i elektroforesekarret, og vi efterjusterede med ekstra væske fra kanyle for at få 
korrekt strømstyrke og spænding, inden præparaterne blev elektroforeret i 10 min.  
Vi tog forsigtigt elektroforesebakken op og hældte væsken fra, præparaterne blev lagt vandret, og 
neutraliseringsvæsken blev påført over 2 omgange á 5 min. 
Neutraliseringsvæsken blev forsigtigt hældt af, og præparaterne blev overført til stinkskab, hvor vi 
farvede hvert objektglas med 85 μL ethidiumbromid (20 μg/ml). Præparaterne blev belagt med 
dækglas og henstillet i 10 min. Dækglassene blev fjernet, og præparaterne blev skyllet med 
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neutraliseringsvæsken og sat på højkant et par minutter, før nye dækglas blev påført. Præparaterne 
blev kodet og overført til lysisoleret opbevaringsboks på fugtet papir i køleskab frem til mikroskope-
ringen. Med fluorescensmikroskop og computersoftware målte vi på 50 cellekerner per præparat. 
 
6.3 Screeningsforsøg nr. 1 
Fremstilling af suspensioner 
Koncentrationsrækken til 1. screeningsforsøg valgte vi, som sagt, på baggrund af andres 
forsøgsresultater. Således blev stamsuspensionerne produceret med det formål at kunne fortynde 
med autoklaveret havvand til 0,5 mg/L, 2 mg/L, 8 mg/L, 31 mg/L, 125 mg/L og 500 mg/L. 
Ved det første screeningsforsøg fremstillede vi to suspensioner af 250 mg nanosølvpartikler i 500ml 
som blev sonikerede i vandbadssonikator6 i 15 min efterfulgt af 15 min hvile, hvilket blev gentaget 4 
gange for hver suspension. Den sidste sonikering fandt sted på dagen for forsøgsopstart, og 
stamsuspensionen opnåede derefter en antaget koncentration på 500 mg/L. Vi iagttog, at der fortsat 
lå aggregeret sølv på bunden af flasken, men måtte håbe, at der trods alt fandtes en pæn del 
dispergeret i vandet. Efter hvile dekanterede vi vandfasen fra for at fjerne sølvet, der ikke var blevet 
dispergeret fra suspensionen, som blev brugt til vores fortyndinger. Bundfaldet blev filtreret og skyllet 
grundigt med ionbyttet vand for at fjerne saltet, hvorefter det blev vejet. Dette gjorde vi med 
forventningen om, at vi ud fra dette kunne beregne vores stamsuspensions aktuelle koncentration.  
 
Muslingernes størrelse 
Ved fordeling af muslingerne forsøgte vi at skabe 10 puljer med nogenlunde samme 
gennemsnitsstørrelse, og de anvendte muslinger havde en længde på 5,0±0,8 cm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
6
 Branson 1210; 80 watt; 1,9L kapacitet og 47 kHz. 
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Forsøgsopstilling 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 6.2. Opstilling af 1L bægerglas, tilkoblet ilttilførsel, med 4 muslinger til eksponering i hvert glas.  
Gællecellerne fra de fire muslinger fra hvert glas udgør til sammen ét præparat.  
 
Eksponeringstid 
Forsøgets varighed var 44 timer; fra mandag d. 23/2 kl. 12:45 til onsdag d. 25/2 kl. 8:45. 
Muslingerne blev fodret en gang undervejs med 10 mg morteret spirulina i hvert bægerglas. 
 
Observationer 
Efter endt eksponering var alle muslinger i live, men vandet i glasset med den højeste koncentration 
nanosølvpartikler (500 mg/L) var uklart og brunligt. Dette kunne tyde på, at muslingerne havde 
opgivet filtrering af vandet, og ved åbning af netop disse muslinger blev også observeret en særlig 
slem lugt 
 
Viabilitetstest 
Vi udtog celleprøver fra 3 forskellige koncentrationer for at teste cellernes levedygtighed. Vi udførte 
testen 2 gange, da vi mistænkte den første opløsning for at være for gammel, eftersom viabiliteten 
ikke var særlig høj. Derfor fremstillede vi en ny opløsning og testede igen, men resultatet blev stort 
set det samme, hvilket nok kunne skyldes, at cellerne havde været ude af organismen for længe, 
inden testen blev foretaget. 
 
Ilttilførsel 
     K1                      K2                 0,5 mg/L            2 mg/L             8 mg/L 
31 mg/L              125 mg/L             500 mg/L               5 μg/L              500 μg/L 
                                                                                 (AgNO3)            (AgNO3) 
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Præparaterne 
Under mikroskoperingen var kometerne meget utydelige og fremstod slørede og uden meget skade. 
Det er uvist, hvad der var præcist var gået galt, men den lave intensitet hos præparaterne kan tyde 
på dårlig farvning. 
 
6.3.1 Resultater og evaluering: 
Figur 6.3. Procentvis celleviabilitet hos muslingecellerne i 1. screening. 
 
Ved viabilitetstesten målte vi kun på tre præparater, hvoraf den ene var en positivkontrol (AgNO3). 
Det kunne have været hensigtsmæssigt at måle på flere præparater, da der er stor forskel mellem de 
to præparater. Den højeste koncentration af nanosølvpartikler har en viabilitet under 60 %, mens der 
ved koncentrationen på 125mg/L ses en viabilitet på 70%. Det kan muligvis skyldes, at der er tale om 
en direkte cytotoksisk effekt af nanosølvpartiklerne. Ideelt set ligger viabiliteten således, at >90 % af 
cellerne er i live, og nogen forskere vælger at forkaste præparater til comet assay, hvor dødeligheden 
hos cellerne overskrider 30 %. Den lave celleviabilitet hos Mytilus edulis kan muligvis også tillægges 
årstiden (vinter/forår), idet det er bedst at udføre comet assay på Mytilus edulis i efteråret7.  
 
 
 
 
                                                 
7
 Personlig korrespondance med lektor Jette Rank, ENSPAC. 
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Tabel 6.1. Oversigt over de ønskede koncentrationer og de målte koncentrationer ved hhv. afvejning og 
atomabsorbansmåling. NB: Atomabsorbansmålingen blev først foretaget efter endt forsøg.  
 
Benævnelse/ønsket (mg/L) Aktuel koncentration (mg/L)  
Beregnet ud fra masse af bundfald 
Aktuel koncentration (mg/L)  
Beregnet ud fra atomabsorbansmålinger 
K0 --- --- 
K0,5 0,04 0,020 
K2 0,14 0,081 
K8 0,57 0,325 
K31 2,23 1,258 
K125 8,98 5,072 
K500 (stamsuspension) 
omrystet 
K500 (stamsuspension) 
 Uomrystet 
 
35,9 
 
35,9 
 
20,286
8
 
 
6,590 
   
 
Figur 6.4. Målingsresultater fra comet assay. Søjlerne viser den procentvise intensitet af DNA i komethalen. 
 
 
                                                 
8
 Beregninger af koncentrationer er baseret på denne koncentration. 
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Koncentrationer 
1. screeningsforsøg var tilrettelagt således, at det skulle være muligt at indkredse 
koncentrationsvalget om den effektgivende koncentration. Imidlertid var resultaterne således, at der 
kun var en signifikant forskel fra kontrollerne hos målingen ved højeste koncentration, 500mg/L. 
Bundfaldet i stamopløsningerne af nanosølvsuspensionerne blev skyllet og afvejet, som beskrevet i 
forsøgsbeskrivelsen. Afvejningen indikerede en relativt lille mængde nanosølvpartikler i suspension 
(tabel 6.1). Dette er ikke en særlig præcis måling, og ideelt set ville det være bedst at måle antallet af 
partikler i suspension vha. fx en atomabsorbans-teknik, men på daværende tidspunkt var dette 
udstyr ikke til rådighed. Derfor fik vi først målt en mere præcis koncentration af vores 
stamopløsninger efter alle 3 forsøg var blevet udført (7.maj 2009), og kunne derfor ikke anvendes til 
at træffe beslutninger om forsøget ud fra.  
 
Positivkontrol 
I 1. screening brugte vi sølvnitrat som en form for positivkontrol, idet Ag+ har toksiske egenskaber, 
som behandlet i kapitel 3. Sølvnitrat anvendtes for at vise toksisk effekt, men vi burde have valgt 
koncentrationer, der matchede koncentrationsvalget af nanosølvpartikler, for at gøre det til en mere 
pålidelig positivkontrol. Resultatet (jf. figur 6.4) viser, at % tail intensity af de AgNO3-eksponerede 
celler ligger på niveau med cellerne fra kontrolglassene, og kan derfor ikke siges at være en særlig 
effektiv positivkontrol.  
I comet assays er det dog en almindelig fremgangsmåde, at bruge radioaktiv stråling af celler som 
positivkontrol (Collins et al., 2008). Jette Rank har for sædvane at benytte UV-stråling til denne 
kontrol. Det blev derfor besluttet, at dette i stedet skulle være proceduren i det videre forløb. 
 
Ændringer til 2. screeningsforsøg 
Pga. de ringe præparater og resultater, der fremgik ved målingen, valgte vi at udføre et nyt 
screeningsforsøg. Forskellene mellem de valgte koncentrationer blev øget, dels på baggrund af 
resultatet i 1. screening og dels pga. det afvejede bundfald fra stamopløsningen, der tydede på en lav 
aktuel koncentration i suspensionerne. De 6 nye antagne nanosølvkoncentrationer blev således 15 
mg/L, 125mg/L, 250mg/L, 500mg/L, 700mg/L og 1000mg/L. 
For yderligere at sikre en bedre dispergering af nanosølvpartiklerne benyttede vi os i 2. screening af 
en anden type sonikator9 (med probe frem for vandbad), der på DMU havde vist fuldstændig 
                                                 
9
 Chemical Instruments AB, Ciab. 25W. 
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suspension af nanosølvpartikler helt op til ~1000mg/L i ferskvand10. Eftersom dette forsøg udførtes 
med saltvand, var forventningerne til den nye type sonikering ikke, at nanosølvpartiklerne ville blive 
dispergeret fuldstændigt, men forhåbentligt bedre end ved vandbadssonikeringen. 
Da AgNO3 ikke havde den ønskede virkning som positivkontrol, valgte vi til 2. screeningsforsøg at 
benytte UV-bestrålede præparater til positivkontrol. Da UV-stråling udføres på celler fra de ikke-
eksponerede muslinger i kontrolglassene, var der 2 ekstra pladser i forsøgsopstillingen til eksponering 
af muslinger. Her valgte vi at bruge to koncentrationer af stoffet polyvinylpyrrolidon (PVP), som de 
anvendte nanosølvpartikler var coatet med fra firmaet NanoAmors side (se Bilag B). Coatingens 
formål er at sikre en bedre suspension af nanosølvpartiklerne (jf. afsnit 3.5.2). Vi fandt det vigtigt at 
undersøge - og forhåbentligt udelukke - PVP’s eventuelle egne gentoksiske skadevirkninger, og 
koncentrationerne blev valgt på følgende baggrund: 
Koncentrationen på 2 mg PVP/L blev valgt, for at svare til procentdelen af PVP i 2. screenings højeste 
nanosølvkoncentration (1000 mg AgNP/L). Som det fremgår af Bilag B, er den procentvise andel af 
PVP angivet til ~0,2 %, og vil således svare til den højeste realistiske koncentration, der kunne 
forekomme ved vores eksponering. Den høje koncentration på 1000 mg PVP/L blev valgt, fordi vi 
ønskede en koncentration, der ville sikre effekt i tilfælde af, at PVP var skadeligt. 
 
6.4 Screeningsforsøg nr. 2 
Screeningsforsøg nr. 2 beskrives, resultater præsenteres og der evalueres. 
 
Fremstilling af suspensioner 
Ved denne screening fremstillede vi 2 forskellige stamopløsninger med koncentrationer på 
henholdsvis 500 mg/L og 1000 mg/L. Disse blev fremstillet for at kunne fortynde til de valgte 
koncentrationer: 15 mg/L, 125 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L, 700 mg/L og 1000 mg/L.  
Stamsuspensionerne blev sonikeret med probe i 20 minutter efterfulgt af 20 minutters hvile, og vi 
gentog denne procedure 6 gange. Suspensionerne blev anbragt på is under sonikeringen grundet 
varmeudvikling i suspensionen. Probens spids blev anbragt ca. 1 cm fra bunden. Sonikatoren havde 
en effekt på 25 watt. Derudover sugefiltrererede vi suspensionerne frem for at dekantere, inden de 
anvendtes i forsøget.  
Vi anvendte UV-stråling som positivkontrol i stedet for AgNO3 koncentrationerne. Disse 
positivkontroller blev lavet af kontrol 1 og 2 som blev delt til 4 præparater, hvoraf 2 blev UV-belyst 
                                                 
10
 Personlig korrespondance med Anders Johansen, DMU 04/03/2009. 
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inden lysering som positivkontrol for metoden. Der bestråledes i 20 sek. ved 15 Watt og afstanden 
33,5 cm 11.  
 
Muslingernes størrelse 
Ved fordeling af muslingerne forsøgte vi igen at skabe 10 puljer med nogenlunde samme 
gennemsnitsstørrelse, og muslingerne havde en længde på 4,5 ± 0,7 cm 
 
Forsøgsopstilling 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 6.5. Opstilling af 1L bægerglas tilkoblet ilttilførsel med 4 muslinger i hvert glas. Gællecellerne fra de fire 
muslinger fra hvert glas udgør til sammen ét præparat. 
 
 
Eksponeringstid 
Forsøgets varighed var 44 timer. Fra mandag d. 16/03/09 kl. 12:45 til onsdag d. 18/03/09 kl. 8:45. 
Muslingerne blev fodret én gang undervejs med 10 mg morteret Spirulina i hvert bægerglas. 
 
Observationer 
Ved fodring midtvejs i eksponeringstiden så vi, at vandet var uklart ved koncentrationerne 125, 250 
og 500 mg/L. Derudover var der en død musling i koncentrationen 500 mg/L, og derfor medtages 
denne koncentration ikke i forsøgets resultater, da den døde musling kan have påvirket de andre 
muslingers sundhed (dog inddrages målingerne i diskussionen, kapitel 7). 
                                                 
11
 TUV G15-8 Philips. Ren UV C bølger 253,7 nM.  
 
 
Ilttilførsel 
  K1                   K2                 15 mg/L          125 mg/L    250mg/L 
500 mg/L     700 mg/L      1000 mg/L        2 mg/L      1000mg/L 
                                                                          (PVP)           (PVP) 
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Ved eksponeringens ende observerede vi også uklart vand ved koncentrationen 1000 mg/L. Der var 
ligeledes forskel i klarheden på de to koncentrationer af PVP, hvoraf den højeste koncentration var 
mest uklar. Generelt lagde vi mærke til, at muslingerne lugtede kraftigere, end de gjorde ved 1. 
screening, hvilket er en indikator på, at de ikke har haft det særlig godt. 
 
Præparaterne 
Under mikroskopien sås en klar forskel i præparaternes udseende i forhold til 1. screening. 
Kometerne var her langt mere tydelige, dog var der mange celler, hvilket gjorde dem svære at isolere 
ved måling. Kometerne lå meget tæt, og der er meget ”snav” omkring kometerne, der forstyrrer 
målingen. Når cellerne ligger for tæt på præparaterne vanskeliggøres målingerne af to vigtige 
årsager. Det besværliggør isolering af den celle, man ønsker at måle på, eftersom der kan forekomme 
overlapning af kometerne (Tice et al., 2000). Dette kan give små afvigelser i målingerne, da der 
således kan være en tendens til at måle på ’for mange’ mindre skadede celler, da de ikke tenderer til 
overlap i samme grad. De ringe præparater kan til dels skyldes, at der var for mange celler på 
præparaterne.  
 
6.4.1 Resultater og evaluering: 
 
 
Figur 6.6. Procentvis celleviabilitet hos muslingecellerne i 2. screening. 
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Celleviabiliteten i 2. screeningsforsøg er stadig lav, og der er store afvigelser mellem de forskellige 
præparater. Kontrollen har en værdi på 70%, hvilket ikke er så højt som mange forskere ønsker men 
er et acceptabelt niveau. Det er dog bemærkelsesværdigt, at cellerne eksponeret for 15mg/l har en 
viabilitet 10 % højere end kontrollen. K125, K1000 og PVP1000 må siges alle at ligge på et meget lavt 
niveau med under 50 % levedygtighed. Dette er ikke et særlig godt tegn, og det tyder på, at 
muslingerne ikke har haft det særlig godt. 
 
Tabel 6.2. Oversigt over de ønskede koncentrationer og de målte koncentrationer ved hhv. afvejning og 
atomabsorbansmåling. NB: Atomabsorbansmålingen blev først foretaget efter endt forsøg. 
 
Benævnelse/ønsket (mg/L) Aktuel koncentration (mg/L)  
Beregnet ud fra masse af bundfald 
Aktuel koncentration (mg/L)  
Beregnet ud fra atomabsorbansmålinger 
K0 --- --- 
K15 5,37 0,028 
K125 13,43 0,232 
K250 26,85 0,464 
K500 (stamsuspension) 53,7 0,928 
K700 84,07 0,701 
K1000 (stamsuspension) 120,1 1,002 
   
Koncentrationer 
Resultaterne fra målingerne var endnu en gang svære at drage entydige konklusioner ud fra.  
Det havde været ønskværdigt med endnu en screening før det endelige forsøg, men det var af 
tidsmæssige årsager ikke muligt. 
Vi resonerede dog ud fra observationerne med en død musling ved 500mg/L og de ildelugtende 
bægerglas ved de højeste koncentrationer (hhv. 250 mg/L, 500 mg/L, 700 mg/L og 1000 mg/L), at vi i 
2. screening var kommet for højt op i koncentrationerne, således at nanosølvpartiklerne her måske 
var direkte cytotoksiske. Dette ville også kunne forklare den lave celleviabilitet. 
 
Sonikering 
Til 2. screening gjorde vi brug af en probesonikator. Efter sonikeringen observeredes en gullig farve 
hos suspensionerne, og bundfaldet virkede finere, end det vi havde observeret ved 
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vandbadssonikeringen. Til sammen tydede det på, at probesonikeringen havde en anden - om ikke 
mere effektiv - virkning på dispergeringen af nanosølvpartikler.  
 
UV som positivkontrol 
UV-strålingen af to ueksponerede præparater i 20 sek. gav et nogenlunde udslag i DNA-skade. 
Forskellen mellem positivkontrollen og de eksponerede celler samt ikke mindst kontrollen kunne dog 
godt ønskes mere signifikant.  
 
Polyvinylpyrrolidon (PVP) 
Målingerne på PVP-præparaterne gav ikke signifikant udslag i  
farlighed og heller ikke den helt urealistiske PVP1000 gav indikationer på, at PVP kunne være en vigtig 
faktor at tage hensyn til. I litteraturen findes indikatorer på, at PVP er kræftfremkaldende (se kapitel 
3), hvilket giver en ekstra dimension til toksiciteten af coatede nanosølvpartikler, hvorfor det også må 
tages i betragtning i forbindelse med klassificering. Der findes flere andre typer coating, som er 
ganske ufarlige for organismer, hvor stivelse er et eksempel. Der bør måske tages højde for dette i 
produktionsøjemed, så der ikke kommer uventede og evt. skadelige effekter som følge af coatingen.  
 
 
Figur 6.7. Søjlediagrammer over målingsresultaterne fra comet assay, den første måling. Koncentration 500 
mg/L udtaget pga. død musling. 
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Da resultaterne havde et lidt underligt udseende, blev der målt på nogle af dem igen dagen efter af 
Klara Jensen, laborant på ENSPAC, RUC.  
 
 
Figur 6.8. Søjlediagrammer over målingsresultaterne fra comet assay, 2. måling. Der blev desværre ikke målt på 
de UV-bestrålede præparater ved denne 2. måling. 
 
Resultatanalyse 
Ved de første målinger lå UV-kontrollerne på et pænt niveau, men kontrollerne havde dog en meget 
høj værdi. Dog udviser de første 4 målinger en fin sammenhæng mellem dosis og respons, bortset fra 
den høje kontrol, men så brydes mønsteret, og indikerer ikke en god dosis-responssammenhæng. Da 
Klara Jensen efterfølgende målte på præparaterne, blev udslaget bedre, og der vistes tegn på 
sammenhæng mellem øget dosis og skade. Intensiteten af kontrollen er dog stadig rimelig høj, men 5 
% lavere, end ved den første måling. Dette kan dog også skyldes en reduktion af farvningens 
intensitet som følge af tid. Ellers udviser resultaterne en pænere sammenhæng mellem koncentration 
og skadende effekt. 
Der kan der være tale om direkte cytotoksisk effekt af nanosølvpartiklerne, hvilket også blev omtalt i 
evalueringen af 1. screening mht. viabiliteten (tabel 6.1).  
 
Ændringer til forsøget med tre replikater 
På baggrund af erfaringerne ved 2. Screeningsforsøg om at PVP ikke udviste en signifikant toksicitet, 
valgte vi at udelade PVP fra forsøget med tre replikater for rent praktisk at få plads til yderligere en 
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koncentration med nanosølvpartikler. 
Det blev også besluttet at bestråle positivkontrollerne i 30 sek. i stedet for de tidligere 20 sek. for at 
sikre en mere signifikant forskel fra negativkontrollerne og dermed en bedre positivkontrol. På trods 
af anvendelsen af probesonikatoren syntes at have en anden virkning på suspensionen end 
vandbadssonikatoren, valgte vi alligevel igen at benytte os af vandbadssonikering. Dels af praktiske 
årsager, da probesonikatoren befandt sig på DMU i Risø - og dels eftersom det afvejede bundfald hos 
suspensionerne ikke tydede på en bedre dispergering af nanosølvpartiklerne. 
På daværende tidspunkt havde vi endnu ikke fået mulighed for at bestemme koncentrationen 
atomabsorptionsmåling, hvorfor der måtte konkluderes udelukkende på massen af bundfald samt 
resultaterne fra comet assay.  
Da resultaterne ved 2. screeningsforsøg indikerede, at vi havde bevæget os for højt op i 
koncentration, blev det besluttet, at den højeste koncentration i forsøget med tre replikater skulle 
være 200 mg/L, da vi ikke ønskede at opnå koncentrationer, der var dødelige for muslingerne. 
For at opnå en bedre afstand mellem kometerne, blev det samtidig vedtaget at halvere mængden af 
celler på hvert præparat til forsøget. 
 
 
6.5 Forsøg med tre replikater 
Forsøget med tre replikater beskrives, resultater præsenteres og der evalueres. 
 
Fremstilling af suspensioner 
Den ønskede koncentration af stamsuspensionen til forsøget med tre replikater var 1000 mg/L. Den 
højeste koncentration i forsøget var valgt til 200 mg/L, og den høje koncentration hos 
stamsuspensionen blev valgt af fortyndingspraktiske og tidsmæssige årsager.   
Koncentrationsrækken blev således triplikater af: 10 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L og 200 
mg/L. Vi lavede 2 suspensioner på 500 mg/500mL, som efter sonikering med vandbadssonikator 
skulle hældes sammen, hvorved vi opnåede en stamsuspension på 1000 mg/L. De 2 suspensioner 
blev sonikeret 4 dage inden forsøgets start (26/3), og denne gang forsøgte vi at sonikere flere gange 
for at undersøge, om det kunne have betydning for dispergeringen. Således sonikerede vi hver 
suspension 9 gange á 15 minutter, med 15 minutters hvile mellem hver sonikering. Derudover blev 
suspensionerne sonikeret og fik hvile en sidste gang inden sammenblanding på dagen for forsøgets 
start (30/3). Stamsuspensionen fik hvile i 2 timer inden brug, og vi dekanterede suspensionen inden 
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brug ved forsøget. Bundfaldet blev denne gang opsamlet og skyllet med ionbyttet vand gennem 
glasfiberfilter (1,2 μm). 
Der blev dog lavet viabilitetstest 2 gange i løbet af forsøget.  1. gang lige efter klipning af gællemassen 
og 2. gang imellem 1. og 2. centrifugering, som i begge screeningsforsøg. Den første viabilitetstest 
blev udført tidligere i forløbet i håbet om at opnå en højere viabilitet, end ved de tidligere forsøg. 
Men denne test viste ikke end bedre viabilitet og derfor lavede vi testen på samme tidspunkt som ved 
screeningsforsøgene. Det er kun målingerne fra den 2. test, som er angivet. 
Derudover blev kontrollerne K1, K2 og K3 del som i 2. screening, og halvdelen af præparaterne blev 
UV-bestrålet inden lyseringen. 
 
Muslingernes størrelse 
Ved fordeling af muslingerne forsøgte vi at skabe 18 puljer med nogenlunde samme gennemsnits-
størrelse, og længden af muslingerne var 4,7 ± 0,6 cm. 
 
Forsøgsopstilling 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 6.9. Opstilling af 1L bægerglas tilkoblet ilttilførsel med 4 muslinger i hvert glas.  
Gællecellerne fra de fire muslinger fra hvert glas udgør til sammen ét præparat. 
 
Eksponeringstid 
Forsøgets varighed var 44 timer. Fra mandag d. 30/03/09 kl. 12:45 til onsdag d. 01/04/09 kl. 8:45. 
Muslingerne blev fodret én gang undervejs med 10 mg morteret spirulina i hvert bægerglas. 
 
 
Ilttilførsel 
       K1                 K2                 K3            10Amg/L     10Bmg/L      10Cmg/L    50Amg/L      50Bmg/L      50Cmg/L 
     100Amg/L    100Bmg/L    100Cmg/L  150Amg/L    150Bmg/L    150Cmg/L    200Amg/L    200Bmg/L   200Cmg/L 
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Fejlkilder 
Under klipningen af gællerne blev størstedelen af cellerne fra koncentration 100B mg/L blandet i 
koncentration 100A mg/L. 
Der skete dog et par uheld, som bør inddrages i tolkning af resultaterne: 
Ved vaskning af cellerne blev 100A og 100B blandet. Eftersom puljerne hørte til den samme 
koncentration, antages denne fejl ikke, at være af den store betydning. 
Under elektroforesen mistede vi en del af agarosen på 200B og dermed en del celler, men præparatet 
forblev i forsøget.   
 
Observationer 
Vi fandt 1 død musling i 150C og 2 døde muslinger i 200B (præparatet som også havde mistet 
halvdelen af agarose laget), og derfor blev disse glas udelukket fra resultaterne. 
 
6.5.1 Resultater og evaluering 
Viabilitetstest 
Den gennemsnitlige viabilitet hos triplikaterne ved 2. måling er afbildet i figur 6.10 med 
standardafvigelser. Viabiliteten ligger på nogenlunde samme niveau på ca. 60 %, bortset fra K100 hvis 
viabilitet kun er 45 %. 
 
Figur 6.10.  Procentvis celleviabilitet hos hver koncentration af eksponerede muslingecellerne i forsøget med tre 
replikater. Søjlerne angiver de beregnede standardafvigelser blandt de tre replikater. Replikaterne med døde 
muslinger er ikke medtaget.  
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Tabel 6.3. Oversigt over de ønskede koncentrationer og de målte koncentrationer ved hhv. afvejning og 
atomabsorbansmåling. NB: Atomabsorbansmålingen blev først foretaget efter endt forsøg. 
 
Benævnelse/ønsket (mg/L) Aktuel koncentration (mg/L) 
Beregnet ud fra masse af bundfald 
Aktuel koncentration (mg/L) 
Beregnet ud fra atomabsorbansmålinger 
K0 --- --- 
K10 1,26 0,010 
K50 6,28 0,052 
K100 12,56 0,103 
K150 18,84 0,155 
K200 
K1000 (stamsuspension) 
25,12 
126 
0,206 
1,031 
   
 
 
Figur 6.11. Søjlediagrammer over målingsresultaterne fra comet assay ved forsøget med tre replikater. Hver 
søjle repræsenterer triplikater af hver koncentration med standardafvigelser afbildet som søjler. Præparaterne 
fra glas med døde muslinger er fjernet fra resultatet. 
 
Kontrollen i dette forsøg er ikke særlig god, da dens værdi, som det ses i figur 6.11, ligger højere end 
tre af koncentrationerne, samt ligger på niveau med UV-kontrollen. UV-kontrollen er heller ikke 
optimal da den trods 10 sek. Længere eksponeringstid end ved 2. Screening har 10 % lavere skade. 
Dette tyder på en dårlig UV-lampe, eftersom skaderne, den forårsager, burde være højere. De andre 
resultater er heller ikke særligt ønskværdige. Tre af de midterste koncentrationer (K10, K50 og K150) 
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har opnået mindre skade end kontrollen, mens den højeste og næsthøjeste koncentration har en 
højere værdi, dog ikke meget. Der er ikke tale om en pæn dosis-respons kurve, som man kan 
konkludere noget ud fra. Det kunne derfor tyde på, der har været andre betydende faktorer end 
mængden af sølv i koncentrationerne, da der ikke er noget system i skaden.  
I øvrigt blev der mellem 2. screening og forsøget med tre replikater observeret 5 døde muslinger i det 
akvarium, som muslingerne blev opbevaret i. Det er i sig selv et meget dårligt tegn, og det kan have 
haft indflydelse på resultaterne fra comet assayet, og det kunne derfor have været hensigtsmæssigt 
at have hentet en ny portion muslinger ved denne observation. 
 
6.6 Atomabsorptions-måling 
Her beskrives proceduren ved atomabsorptions-målingerne kort, og resultaterne præsenteres og 
evalueres. En yderligere diskussion af målingsresultaterne findes i afsnit 7.2. 
Efter at have udført comet assay forsøgene var afsluttet, fik vi mulighed for at lave en 
atomabsorbansmåling af sølvkoncentrationerne i vores 4 stamsuspensioner. 
Atomabsorbans er en analyse metode, der måler en væskes indhold af en bestemt ion. Væsken 
forstøves ind i en flamme, hvor den afbrændes. En lysstråle med bestemt frekvens sendes gennem 
flammen, hvor den opfanges af en detektor. Ioner med energiniveau svarende til bølgelængden af 
lysstrålen, vil have mulighed for at mindske den del af lysstrålen, der når frem til detektoren, hvilket 
registreres af detektoren. Ved kalibrering af detektoren er det muligt at koble absorbans med 
ionkoncentrationen. 
 
. 
Figur 6.12. Det anvendte atomabsorptionsmåler. Eget foto. 
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Det stof der måles på, skal således ioniseres. Dette gøres ved at komme stoffet, i vores tilfælde vores 
nanosølvsuspension, på en stærk vandig syreopløsning. Dette gøres ved, at 25 ml stamopløsning 
overføres til et weflon-rør med låg sammen med 6,25 mL blindvand12 De 4 prøver, samt en prøve med 
milliQ vand, sættes i mikroovnen i 30 min. Derefter overføres prøverne til afkøling i vandkølings-
system i 20 min. 
Et filter til hver prøve skylles med blindvand og efterskyldes med milliQ-vand 2 gange for at sikre et 
rent filter. Prøverne i Weflon rørene blev overført gennem filtret til en syrevasket 100 ml målekolbe. 
Både røret og filtret blev vasket med milliQ-vand ned i kolben og fyldt til mærket. Herefter er 
prøverne klar til atomabsorptionsmålingen. 
 
6.6.1 Resultater og evaluering 
De målte koncentrationer ved atomabsorbans var meget langt fra de antagne koncentrationer (jf. 
tabel 6.1, 6.2 og 6.3). Det er normalt meningen, at man fortynder suspensionerne for at måle på 
dem, fordi maskinen kun kan måle inden for et bestemt interval. Men dette var slet ikke muligt i vores 
tilfælde, da suspensionernes koncentrationer var så lave. Det er normal procedure at suspensionerne 
omrystes, før klargøringen til målingerne påbegyndes. Dette blev desværre ikke gjort, med undtagelse 
af stamsuspensionen fra 1. screening, hvor der blev målt på både en omrystet og en ikke-omrystet 
prøve. Denne suspension var desuden den eneste af de fire, som havde synligt bundfald, så vi antog, 
at fejlen ikke ville afspejle sig i målingerne på de andre suspensioner. 
Af stamsuspensionerne (se tabel 6.1, 6.2 og 6.3) kan det aflæses, at det havde en betydning for den 
første suspension at blive omrystet, og koncentrationen efter dette blev det dobbelte af den ikke 
omrystede. Derfor har vi baseret vores koncentrationsberegninger på den omrystedes koncentration, 
da den var blevet omrystet inden vi lavede fortyndingerne. Vi burde have omrystet alle 
suspensionerne, men det ville ikke have den store betydning, da der ikke var noget bundfald at spore.  
Det er dog bemærkelsesværdigt, at begge prøverne fra første screening har en meget højere 
koncentration end stamsuspensionerne fra de andre forsøg, også dem med den dobbelte masse sølv 
dispergeret. Grunden til dette er uvist. Det er den suspension, der har stået længst - og den eneste 
med observerbart bundfald - hvilket måske har givet mulighed for, at der med tiden er blevet bragt 
mere i suspension.  
2. screeningsforsøg blev der produceret to stamsuspensioner med en ønsket koncentration på hhv. 
500 mg/L og 1000 mg/L, og i forsøget med tre replikater var den ønskede koncentration af 
stamsuspensionen 1000 mg/L. Alle disse tre stamsuspensioner har efter atomabsorptionsmålingen 
                                                 
12
Blindvand består af 880 ml milliQ-vand og 120 ml 69% Salpetersyre 
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(jf. tabel 6.2 og 6.3) nogenlunde samme aktuelle koncentration.  Det tyder på en form for grænse for, 
hvor mange nanosølvpartikler der kan bringes i suspension.  
Alle koncentrationerne afviger meget fra de antagne samt de vejledende koncentrationer, beregnet 
på baggrund af afvejningen af bundfaldet, som altså ikke kunne bruges som pålidelig metode til at 
fastsætte koncentrationen. Hvordan bundfaldet kan afvige så meget fra den meget lille mængde 
dispergerede sølv, vides ikke med sikkerhed.  
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7 Diskussion 
Vi har med dette projekt forsøgt at klarlægge, hvorvidt nanosølvpartikler kan klassificeres som 
mutagen, men forsøget på at opnå viden om dette viste sig imidlertid at være mere komplekst end 
først antaget. Grundet et begrænset tidsinterval til at lave projektet, skulle vi hurtigt i gang, og 
dermed var der ikke tid til at gøre de store teoretiske overvejelser forud for påbegyndelsen af det 
eksperimentelle arbejde. Der er i forbindelse med forsøgene opstået en del praktiske udfordringer, 
der ikke er møntet direkte på selve metoden comet assay.  
Således bliver diskussionen tvedelt i hhv. en diskussion af udfordringerne comet assay som metode, 
og en diskussion af de praktiske erfaringer, vi har gjort os bl.a. med hensyn til at bringe 
nanosølvpartikler i suspension. Begge dele med baggrund i teori, egne målinger og forsøgsresultater. 
Yderligere præsenteres et par bud på, hvorfor det muligvis ikke er hensigtsmæssigt at udføre comet 
assay - eller for den sags skyld andre toksikologiske undersøgelser - på Mytilus edulis i 
forårssæsonen. 
 
7.1 Udfordringer ved comet assay 
I kapitel 5 blev der argumenteret for anvendelsen af comet assay, samt givet en kort præsentation af 
metoden og dens analytiske anvendelsesmuligheder. Der er imidlertid visse udfordringer og punkter, 
hvor der blandt forskere er uenighed i tolkningen af comet assay – eller nærmere, hvor der ifølge 
Collins et al. (2008) er tale om direkte misforståelser. Denne diskussion præsenteres og 
sammenholdes med vore resultater. Desuden efterlyser Collins et al. (2008), at flere forskere vil 
udnytte comet assayets fulde potentiale, hvor der bl.a. med anvendelse af visse enzymer kan 
analyseres på selve arten af DNA-skade, frem for kun at kigge på, om der er skade. Eksempler på 
disse metoder til kvalitativ analyse vil blive præsenteret. 
 
7.1.1 Viabilitet 
Parallelt med præpareringen af cellerne til comet assay, bliver der traditionelt udført viabilitetstest 
på cellerne fra samtlige koncentrationer, for at tjekke cellernes levedygtighed. Viabilitetsresultaterne 
fra hhv. de to screeningsforsøg og forsøget med tre replikater bærer præg af en relativt stor 
dødelighed hos gællecellerne (jf. figur 6.3, 6.6 og 6.10). Især i forbindelse med in vitro forsøg er det 
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en gængs fremgangsmåde, at forkaste præparater med viabilitet <70%, og Collins et al. (2008) – der 
dog hovedsageligt beskæftiger sig med mammale celler - adresserer ligefrem en reduktion i 
celleviabiliteten til dårlig behandling af cellerne. Det er imidlertid en mere kompleks størrelse at 
arbejde in vivo, hvorfor der er flere faktorer, der kan spille ind i forhold til celleviabilitet 
(Mitchelmore og Chipman, 1998). Det er dog stadig ønskeligt at se en viabilitet på ca. 90%, og 
spørgsmålet er i vores tilfælde, om der er tale om en egentlig cytotoksisk effekt af 
nanosølvpartiklerne (se mulighed for undersøgelse deraf i afsnit 7.1.4).    
 
7.1.2 Apoptose 
Der er også uenighed om, hvorvidt comet assayet viser apoptotiske celler. Nogen mener, at de 
såkaldte hedgehog comets netop repræsenterer apoptotiske celler (Jha, 2008), hvilket logisk set også 
giver mening, eftersom stort set al DNA’et forekommer i komethalen (se figur 7.1). 
 
  
 
Figur 7.1. Hedgehog comet.  
Nogle forskere mener fejlagtigt, at disse repræsenterer apoptotiske celler. Egen måling. 
 
 
Collins et al. (2008) gør dog op med denne teori. For det første er der udført forsøg, hvor hedgehog 
comet-cellernes DNA tilsyneladende er blevet repareret efter en rum tid. Eftersom apoptose er en 
irreversibel proces, kan reparation altså ikke forekomme (Collins et al., 2008). For det andet er 
mekanismen bag apoptotisk nedbrydning af celler, at DNA’et fragmenteres i en sådan grad, at de 
små fragmenter sandsynligvis vil forsvinde helt under enten lyseringen eller elektroforesen. Collins et 
al. (2008) mener dog, at de såkaldte ghost comets (se figur 7.2), der fremstår som en diffus tåge, 
muligvis kan repræsentere døende celler. Dette kan også forklares med grund i den store 
fragmentering af DNA under apoptosen, som blev beskrevet i afsnit 4.2.1. 
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Figur 7.2. Ghost comet.  
Muligvis apoptotisk celle ifølge Collins et al.(2008). Egen måling. 
 
Desuden er apoptose er en relativt langsom proces, der sandsynligvis ikke vil opstå ved den 
forholdsvis korte eksponeringstid, som comet assay ofte udføres med (Collins et al., 2008).    
Det er dog interessant at tage et kig på de af vores resultater, hvor der er observeret døde muslinger. 
Fx observeredes 1 død musling ved koncentrationen 500mg/L under 2. screening. Denne 
koncentration blev forkastet ved resultatbehandlingen, men vises sammen med målingen af de 
øvrige koncentrationer i figur 7.3.  
 
 
Figur 7.3. Måleresultater fra 2. screening, hvor 500 mg/L er medtaget, trods død musling.  
7.3venstre viser intensiteten, mens 7.3højre viser halelængden (forklaret i kapitel 5). 
 
Figur 7.3venstre viser, at der er relativt lav DNA-skade hos netop denne koncentration (ønsket 500 
mg/L), hvor der ellers observeres en stigende respons i takt med stigende koncentrationer. 
Gællecellerne fra denne døde musling blev naturligvis ikke medtaget i præparatet, men det har 
tydeligvis haft indvirkning på de tre andre muslinger i glasset (som kun indeholder 500mL 
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suspension). Som det ses af figur 7.2, fremstår ghost-kometen meget svag og har en lav intensitet, 
trods lang halelængde. Hvis man sammenholder intensiteten af DNA-målingen (figur 7.3venstre) med 
halelængden (figur 7.3højre) for koncentration 500mg/L, ses det, at halelængden ikke er lige så 
afvigende som intensiteten. Dette kan muligvis tyde på, at der har været en stor forekomst af de 
såkaldte ghost-kometer, der ifølge Collins et al.(2008) kan repræsentere apoptotiske celler.  
 
7.1.3 Mitochondriel DNA  
Som det blev beskrevet i afsnit 4.2.2, kan nanosølvpartikler muligvis forårsage oxidativt stress, en 
proces der påbegyndes i mitochondrierne. Den apoptotiske proces påbegyndes ligeledes i 
mitochondrierne. I afsnit 5.3.1 blev det nævnt, at eventuelle skader på mitochondrisk DNA ikke kan 
detekteres ved comet assay, da det forsvinder under lyseringen og elektroforesen. Hvis mekanismen 
bag nanosølvpartiklernes toksicitet og eventuelle gentoksicitet for en stor del ligger i 
mitochondrierne, kan det være en bærende årsag til, at vi ikke har observeret signifikant skade. 
Dette gør sig gældende, hvis mitochondrierne netop har udført en form for afværgende effekt.  
 
7.1.4 Udbygning af comet assay 
I forbindelse med vores forsøg havde det muligvis været en fordel at inddrage ekstra metoder til 
analysen af resultaterne fra comet assayet. For det første, da det ville være interessant at kunne 
bidrage med et yderligere bud på, hvilken type skader og DNA-skader, som nanosølvpartikler kan 
forårsage, idet det endnu ikke er helt klarlagt i forskningen. For det andet, eftersom vores resultater 
fra comet assayet er utydelige pga. den uforholdsmæssigt høje skade, vi målte hos 
negativkontrollerne især i sidste forsøg med tre replikater (jf. figur 6.11). Ved indførelsen af endnu et 
par faktorer til analyse af typen af skade, ville vi kunne redegøre nærmere for de skader, som trods 
alt fremstod hos de eksponerede muslinger. Altså ville inddragelsen af metoder til kvalitativ - frem 
for den udelukkende kvantitative – analyse muligvis have kastet et opklarende lys over resultaterne.  
Vi observerede (jf. figur 6.3, 6.6 og 6.10) en relativt lav celleviabilitet i samtlige forsøg. Det kan 
skyldes, at der er tale om egentlig cytotoksisk effekt af nanosølvpartiklerne, men der er muligvis også 
andre faktorer som muslingernes tilstand, der har haft afgørende betydning. Der er en mulighed for 
undervejs i comet assayet specifikt at teste, om eksponeringsstoffet udviser cytotoksicitet frem for 
blot gentoksicitet. Metoden kaldes acellular assay (’test uden celler’) og indebærer at eksponere rent 
kerne-DNA direkte efter lysering af celler fra kontroldyrene, med efterfølgende elektroforese og 
scoring af kometer (Tice et al., 2000). Herved kan det parallelt med det almindelige comet assay 
undersøges og underbygges, om stoffet udelukkende er gentoksisk. Denne metode vil muligvis være 
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mere anvendelig eller lettere at implementere i et in vitro forsøg, da det i vores tilfælde vil have 
krævet en del ekstra overvejelser mht., hvorledes de lyserede celler skulle eksponeres, og ved 
hvilken koncentration.   
Collins et al.(2008) anbefaler brugen af forskellige skade-specifikke enzymer til detektion af arten af 
DNA-skade. Det drejer sig især om enzymer, der kan påvise skader som følge af oxidativt stress. Da 
det, som beskrevet i afsnit 4.2.2, netop er en udbredt tese, at nanosølvpartikler forårsager DNA-
skader som følge af oxidativt stress, ville det have været interessant at kunne undersøge denne 
effekt. Fordelen ved sådanne enzymer er, at de kan inddrages som en del af selve comet assayet, og 
kræver derfor ikke meget ekstra udstyr, tid eller omkostninger (Collins et al., 2008). 
 
7.2 Dispergering, atomabsorptionsmåling og aktuelle 
koncentrationer 
Stamopløsningerne af nanosølvpartiklerne i saltvand til brug ved hhv. de to screeningsforsøg og 
forsøget med tre replikater blev produceret forud for hvert af forsøgene. I 1. screeningsforsøg og i 
forsøget med tre replikater benyttede vi os af vandbadssonikering til dispergering af 
nanosølvpartiklerne. Efter et par minutters hvile mellem sonikeringerne, observeredes sort bundfald 
i klumper af varierende størrelse (skønnet til max 2mm i diameter).  
I 2. screeningsforsøg benyttede vi os som sagt af en probesonikator. Her observeredes ligeledes 
mørkt bundfald i nogenlunde samme mængde, dog fremstod det finere her end ved de to andre 
stamopløsninger. I afsnittet Kompleksdannelse (3.4) beskrives det, at sølvioner fra nanopartiklerne 
ifølge Luoma (2008) har stærk tendens til at danne komplekser med chloridioner og fælde ud i 
saltvand. Sølvchlorid viser sig imidlertid som hvidt bundfald, hvilket ikke stemmer overens med vores 
observationer.  Under en samtale med Anders Johansen (DMU, marts 2009) blev det gjort klart for 
os, at der kan være tale om aggregering (sammenklumpning) af nanosølvpartiklerne, der 
forekommer stærkere i saltvand end ferskvand pga. spændingen i vandet forårsaget af de mange 
ioner.  Aggregeringen af partiklerne burde dog til en vis grad blive forhindret af PVP-coatingen, hvis 
formål, som beskrevet i afsnit 3.5.2, netop er at holde nanosølvpartiklerne adskilt i suspension. 
Anders Johansen (DMU) har haft positive erfaringer med at dispergere samme slags PVP-coatede 
nanosølvpartikler i ferskvand med en opnået koncentration på ca. 1g/L ved brug af samme 
probesonikator, som vi anvendte i forbindelse med 2. screeningsforsøg. Derfor ligger årsagen til 
vores problemer vedrørende dispergering af nanosølvpartiklerne med stor sandsynlighed hos 
saltvandet.  
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En yderligere dimension i forbindelse med dispergeringen af nanosølvpartikler er, hvorvidt der 
udskilles sølvioner fra partiklerne – og i så tilfælde om det er sølvionerne, der udviser den toksiske 
effekt. Her har vores observationer af bundfaldet og atomabsorbans-målinger på stamopløsningerne 
måske et svar. Som beskrevet ovenfor, var der netop ikke tale om hvidt bundfald, hvilket peger på, at 
der ikke er forekommet en stor andel sølvioner, der har dannet sølvchlorid med de tilstedeværende 
chloridioner. Atomabsorbans-målingen viste en meget lav koncentration af sølv i stamopløsningen 
(tabel 6.1, 6.2 og 6.3), hvorfor det må konkluderes, at der hverken har været en god dispergering af 
nanosølvpartiklerne, eller for den sags skyld tale om en stor andel sølv på ionform. Dog er der en vis 
tidsfaktor, der kan have spillet ind i forbindelse med atomabsorbans-målingerne, der først blev 
foretaget en måned efter endt forsøg og således næsten to måneder efter 1. screening. 
Stamopløsningerne blev hverken sonikeret eller omrystet (på nær stamopløsningen fra 1. screening) 
før målingen, hvilket muligvis kunne have givet en suspension, der var mere lig den, vi brugte under 
forsøgene.  
Det afvejede bundfald og atomabsorbans-målingerne stemmer ikke overens (jf. tabel 6.1, 6.2 og 6.3), 
eftersom summen af disse to, på trods af måleusikkerheder, overlader en relativt stor mængde af 
nanosølvpartikler til en ukendt skæbne, i forhold til hvad der blev afvejet og forsøgt bragt i 
suspension (jf. ønskede koncentrationer, tabel 6.1, 6.2, 6.3).  Opløsningerne til måling af atom-
absorbans blev præpareret med salpetersyre for at bringe det tilstedeværende sølv på ionform, 
hvilket kræves til måling. Imidlertid har salpetersyren muligvis ikke været effektiv nok, idet det i visse 
tilfælde er nødvendigt at præparere med kongevand (blanding af saltsyre og salpetersyre) for at sikre 
en fuldstændig ionisering af stærkt bundne metal-ioner. Kongevand kræver store 
sikkerhedsforanstaltninger at arbejde med, så derfor søges det videst muligt at omgå anvendelsen 
deraf. Det har af tidsmæssige årsager ikke været muligt at foretage en ny måling under brug af 
kongevand.  
En anden projektgruppe13, der parallelt med os har arbejdet med nanosølvsuspensioner, har 
ligeledes foretaget atomabsorbans-målinger. Her er der god overensstemmelse mellem den ønskede 
og den aktuelle koncentration. Denne gruppe har anvendt uncoatede nanosølvpartikler, og desuden 
arbejdet med en stamopløsning af meget lavere koncentration, end hvad der er tilfældet for 
nærværende projekt. Deres stamopløsning havde en beregnet koncentration på 10,16mg/L, mens 
den målte koncentration ved atom-absorbans ligger på 7,648mg/L. En yderligere forskel er, at de 
                                                 
13 Gruppe 1, Nat-Bas, 2. semester 2009; ” Sammenligning af bioakkumuleringen af nanosølvpartikler < 100 nm og 
sølvpartikler > 1000 nm hos Nereis diversicolor” 
                                                                                                                                                                59  
først har dispergeret og sonikeret nanosølvpartiklerne i demineraliseret vand, for derefter at 
fortynde med saltvand.  
Det er svært at sige, hvilken af disse faktorer, der har været af største betydning for forskellen i 
heldet med at bringe de to typer nanosølvpartikler i suspension. Det kan fx tyde på, at coatingen ikke 
er af afgørende betydning, i hvert fald i lave koncentrationer. Muligvis er der tale om et relativt lavt 
maksimum for, hvor stor en mængde nanosølvpartikler, der kan bringes i suspension.  
I litteraturen findes ikke megen information om hele sonikeringsproblematikken, og forud for 
forsøget kontaktede vi producenten (NanoAmor), hvor vi havde anskaffet nanosølvpartiklerne, for at 
få svar på, hvor stor en mængde, det var muligt at dispergere. De havde imidlertid ikke praktiske 
erfaringer med, hvor meget eller hvordan nanosølvpartiklerne dispergeres optimalt, bortset fra 
anbefaling af sonikator (se Bilag D).  
Det er under alle omstændigheder interessant, at der ses så stor forskel i succesen med at bringe de 
to typer nanosølvpartikler i suspension, hvorfor det ligger op til yderligere forskning i de fysiske 
egenskaber og reaktioner, der sker under dispergering i saltvand. 
Det ville have været en klar praktisk fordel at have udført forsøget med ferskvand i stedet, hvilket 
dog også ville have krævet anden muslingeart, da sølvet så ville have mindre tendenser til at 
aggregere eller danne komplekser og fælde ud. Det ville have givet mulighed for at dispergere mere 
sølv og derved opnå en højere koncentration, jf. de omtalte erfaringer fra DMU. 
En bedre struktur over vores forsøg kunne have hjulpet til et bedre overblik over de forskellige 
faktorers betydning, men når vi har ændret flere faktorer forsøgene imellem, kan vi ikke med 
sikkerhed vide, hvad der har haft den afgørende betydning.  
 
7.3 Muslingernes tilstand 
For hvert forsøg vi udførte, sås der en stigende DNA-skade hos negativ-kontrollerne, og desuden 
observeredes 5 døde muslinger i akvariet til opbevaring af muslingerne, umiddelbart før 
påbegyndelsen af forsøget med tre replikater. Denne observation burde have givet anledning til at 
indhente nye muslinger fra Isefjorden. Det er derfor ikke sikkert, at de 3 døde muslinger, der 
observeredes ved hhv. to replikater af 150mg/L og i et replikat af 200mg/L, udelukkende kan 
tilskrives effekten af nanosølvpartiklerne. Dog kan det pointeres, at det var de to højeste 
koncentrationer i forsøget med tre replikater, så det er sandsynligvis ikke tilfældigt, at der netop 
observeredes mortalitet hos disse koncentrationer.  
Muslingernes tilstand har været kritisk, og her kommer et par bud på, hvilke faktorer, der kan have 
spillet ind. Vi indsamlede muslingerne i frostvejr og bragte dem hjem til kølerum ved 10 °C. 
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Eksponeringen af muslingerne foregik af praktiske og sundhedsmæssige årsager i laboratoriets 
stinkskab ved stuetemperatur. Mytilus edulis kan leve naturligt under samtlige af disse 
temperaturforhold, men der kan være opstået et chok ved de mere pludselige temperaturændringer, 
de har været udsat for i forbindelse med forsøgene. 
Et andet aspekt – dog stadig med temperaturen som faktor – er, at det kan være årstidsbestemt, 
hvor anvendelige Mytilus edulis er til comet assay (og andre forsøg). Mange dyrearter bliver svækket 
i løbet af vinteren, hvor der som følge af kulde naturligvis ikke forekommer samme mængde organisk 
materiale til føde. Den pludselige temperaturstigning til 10 °C kan have forårsaget, at der er gået 
’forår’ i muslingerne mht. bl.a. hormonelle ændringer (Mitchelmore og Chipman, 1998), hvilket også 
kan have haft indflydelse på deres tilstand.  
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8 Konklusion 
På baggrund af vores forskning kan det konkluderes, at der stadig er mange uafklarede spørgsmål 
angående nanosølvpartikler. Partiklerne bruges aktivt til alskens formål, men der findes fx endnu 
ingen tilstrækkelig forklaring på de mekanismer, der gør nanosølvpartiklerne så effektive imod 
bakterier. Den antimikrobielle effekt kan til dels skyldes sølvioner, men da den præcise 
sammenhæng imellem sølvioner og nanosølvpartikler ikke kendes, må en del af effekten tilskrives 
andre endnu ikke påviste egenskaber. Disse findes der endnu kun forskellige hypoteser omkring.  
Dette betyder også, at nanosølvpartiklers eventuelle effekter på eukaryote celler endnu ikke er 
tilstrækkeligt undersøgte. Det er dog nødvendigt at opnå en bedre forståelse af disse partiklers 
opførsel for at kunne udforme en fyldestgørende risikovurdering af dem. 
Vi har forsøgt at bidrage til disse undersøgelser, men kan desværre ikke endegyldigt konkludere på, 
hvorvidt nanosølvpartikler har gentoksiske egenskaber eller kan klassificeres som mutagen. Vores 
resultater er usikre og udviser ikke gode dosis-responsegenskaber. Vi har dog vist DNA-skade i en vis 
grad på cellerne, hvilket giver grund til nysgerrighed og kan bruges som argument for, at 
nanosølvpartikler bestemt bør undersøges nærmere. 
Hvis brugen af nanosølvpartikler i diverse produkter fortsat vil stige støt, vil eksponeringen ligeledes 
stige for mennesker og miljø, og derfor er det påkrævet først og fremmest at forstå de 
antimikrobielle mekanismer til fulde og forudse, hvilke slagsider disse kan have. 
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9 Perspektivering 
Det er først for nyligt, undersøgelsen af nanopartiklers særegne egenskaber og deres potentielle 
toksiske effekter, er påbegyndt. Partikler i nanostørrelse er hidtil blevet klassificeret efter samme 
retningslinier som deres respektive korresponderende makropartikler. Men det er ikke tilstrækkeligt. 
For at miljø og mennesker kan sikres imod de farlige effekter, som nanopartikler kan have, er det først 
og fremmest vigtigt at undersøge partiklerne og lære mere om deres egenskaber og opførsel. 
Derudover er det nødvendigt at konstruere nogle ensartede retningslinier for, hvordan disse 
risikovurderes og klassificeres. Desuden er det, i det moderne samfund, hvor eksport og import af 
diverse produkter gør, at disse flyder mellem landene, vigtigt at der også på internationalt plan 
ensrettes i forhold til reguleringer. Men hvordan ser det egentlig ud med forskning, risikovurdering, 
klassificering og lovgivningen på nanopartikelområdet? Og hvad kan gøres bedre?  
Den nuværende viden om nanopartiklernes egenskaber er desværre en smule begrænset, og der er 
uden tvivl behov for mere forskning på området. Heldigvis er interessen for de små partikler stigende, 
og forskningen viser stor interesse for området. På DTU findes bl.a. et særskilt institut, som kun 
beskæftiger sig med fremstilling og undersøgelser af nanopartikler, ved navn nanoDTU. 
Risikovurderingen halter endnu bagefter, når det tages in mente, at nanopartikler allerede bliver 
brugt flittigt, på trods af at de endnu ikke er tilstrækkeligt undersøgt.  
Før nanopartikler kan risikovurderes, er det nødvendigt at vide mere om deres opførsel. Derudover 
skal eksponeringen bestemmes. Her skelnes mellem de forskellige steder, hvor nanopartiklerne kan 
være placeret i produktet. Overordnet set er der: de faste materialer, som udelukkende består af 
nanopartikler i gitterstruktur; produkter, hvis overflade er nanomaterialer (struktur eller film) og 
produkter indeholdende nanomaterialer på partikelform, det være sig nanopartikler suspenderet i 
væske eller nanopartikler på fri form. For disse nævnte produktformer er eksponeringen stigende i 
nævnte rækkefølge. Desværre synes det også sandsynligt, at det netop er nanopartikler, suspenderet i 
væske eller på fri form, som besidder det største toksiske potentiale, eftersom det er disse, som 
kommer ind i kroppen. Et initiativ fra Århus Universitet, kaldet iNANO, opfordrer til samarbejde med 
virksomheder med henblik på at etablere og validere toksikologiske testsystemer til brug ved 
vurdering af nanopartikler. Dette initiativ bærer navnet SUNANO projektet.  
Første skridt er taget omkring nanopartiklers tilstedeværelse i produkter. I EU er der netop i dette 
forår (24. parts 2009) blevet vedtaget begrænsninger på nanopartiklers forekomst i kosmetik i 
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størrelsen op til 100nm. Her er dog ikke tale om rene metal-nanopartikler, men derimod 
hovedsageligt metaloxider som fx TiO2.  
Normalt klassificeres efter farlighed, og der findes således forskellige regulativer for de forskellige 
klasser. Bl.a. skal der i forbindelse med de carcinogene, mutagene og reprotoksiske stoffer (CMR–
klassen) tages særlige hensyn. For nanopartikler kan endnu ikke klassificeres efter evt. toksiske 
egenskaber, eftersom alle disse ikke er kendt. Men eksponeringsgraden kan bruges til at prioritere 
undersøgelserne af de forskellige nanopartikler, og således højprioritere undersøgelse af de partikler, 
som anvendes mest. 
I almindelig kemikalielovgivning reguleres ved hjælp af grænseværdier, der vanligvis er udtrykt som 
maksimal tilladelig masse per rumfang, hvad enten det er i luft, jord, vand eller fødevarer. Dette er 
dog ikke helt muligt, hvad angår nanopartikler, eftersom toksiciteten i høj grad bestemmes af faktorer 
som overflade, form og reaktivitet - og ikke af massen. Derfor er der her brug for helt nye parametre 
til brug i reguleringen. Desuden er lovgivningen omkring nanopartikler i produkter stadig i 
begyndelsesfasen, og der er brug for flere restriktioner. Lige nu anbefales det blot, at der arbejdes ud 
fra forsigtighedsprincippet i håndtering af nanopartikler, men det synes ikke tilstrækkeligt. 
Nøglen til løsningen af hele problematikken omkring nanopartikler ligger altså i forskningen. Disse 
små partiklers egenskaber og opførsel må nødvendigvis kendes bedre, før det er muligt at 
risikovurdere, klassificere og lovgive på et rimeligt plan. Men forskning koster dyrt, og derfor har 
afdelingen iNANO fra Århus Universitet nok fat i den lange ende, idet de søger samarbejde med 
parter, som ønsker at udnytte nanoteknologiens muligheder, nemlig industrien. 
Det er ikke hensigtsmæssigt at afskære de muligheder, som ligger i nanoteknologien, men samtidig er 
det vigtigt at sikre miljøets og menneskets sundhed, også på lang sigt. 
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BILAG A 
Mytilus edulis 
Blåmuslingen Mytilus edulis hører til klassen Bivalvia og er et bløddyr med en toklappet skal, der kan 
lukkes med en kraftig lukkemuskel. Mytilus edulis kan være op til 10 cm lang med blåsorte skaller og 
lever i havet, oftest på lavt vand. Blåmuslinger sidder som regel tæt sammen i klynger, og kan danne 
store banker på jævn bund (Den Store Danske).  
Det videnskabelige navn Mytilus går tilbage til Aristoteles (384-322 f. Kr.) i det gamle Grækenland. 
Mytilus beskrev på hans tid en spiselig musling. Det latinske artsnavn edulis er siden blevet brugt til at 
indikere, at muslingen er spiselig (Nordsieck). Det tager 2-3 år at vokse til konsumstørrelse, som er 4-
6 cm (Den Store Danske). Normalt er kun en lille del af muslingens bløde krop synlig udenfor skallen, 
nemlig foden. Ved grunden af foden sidder byssuskirtlerne. Disse kirtler udskiller modstandsdygtige 
tråde af proteiner kaldet byssustråde, hvormed muslingen kan sætte sig fast til underlaget eller til 
artsfæller. Se figur 3. Den smalle ende, som vender nedad på den fasthæftede musling, er den 
ventrale del dvs. forenden, mens den brede ende, der rager ud i vandet, er den dorsale ende dvs. 
bagenden (Hickman et al., 2008).  Blåmuslinger lever af mikroskopiske organiske partikler, som de 
filtrerer fra det vand, der pumpes ind gennem ånderørene. De korte ånderør, også kaldet sifoner, 
findes i bagenden og kan kun ses, når blåmuslingen åbner skallen. En enkelt stor blåmusling på 6-7 
cm er i stand til at pumpe mere end 200 liter vand gennem sine filtre i døgnet. Dette svarer til 
omkring 5 liter vand i timen (Kjaer, 2003).  
 
 
 
Figur 3. Respiration og ernæring hos Mytilus Edulis (Nordsieck). 
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Filterpumpe hos Mytilus edulis 
Blåmuslinger har som mange andre dyr i havet (herunder søpunge, svampe, mosdyr og børsteorme) 
specialiseret sig i at filtrere vandet for fødepartikler, som kan være plankton eller bakterier. 
Filtrerende dyr kan indfange og omdanne planktonalgerne til animalsk stof, og de er derfor et vigtigt 
bindeled mellem mikroorganismerne og de større dyr højere oppe i fødekæden.  
Filtret hos blåmuslinger består af et system af fimrehår, der samtidig med at virke som en vandpumpe 
filtrere planktonalger fra den skabte strøm. Den enkelte cilies periodiske frem– og tilbagegående 
bevægelse består af et aktivt slag med udstrakt cilie, der driver den omliggende væske frem, og et 
returslag, hvor cilien trækker sig tilbage til udgangspositionen. Dette er illustreret i figur 4a. På denne 
måde påvirker de tætstående cilier hinanden til næsten at slå i fase, men ikke synkront (Kjaer, 2003). 
Blåmuslingen bruger ca. 1 % af stofskiftet til pumpearbejde, og ca. 20 % på at vedligeholde sin 
filterpumpe bestående af to W-formede gæller. Blåmuslingen kan derfor ikke spare ret meget energi 
ved indimellem at standse pumpen eller regulere den. Det forklarer filter-pumpens mindst mulige 
størrelse, og hvorfor den fungerer ved konstant filtrering. For filtrerende dyr er denne evne en 
sekundær tilpasning, der har fundet sted i evolutionens løb. Blåmuslingens to W-formede gæller, der 
oprindeligt er udviklet til respiration, er således med tiden trådt i ernæringens tjeneste. For at dække 
optagelsen af ilt og udskillelsen af kuldioxid er gællerne altså blevet mange gange større end 
nødvendigt (Kjaer, 2003). Faktisk er gennemstrømningen af vand blevet så kraftig, at gællen som 
åndedrætsorgan er blevet overflødig, idet der foregår en tilstrækkelig udveksling af ilt og kuldioxid 
over dyrets øvrige ydre overflader til at dække behovet (Kjaer, 2003). 
Blåmuslinger er gode forureningsindikatorer da de har en tilbøjelighed til at ophobe mange 
miljøfremmede stoffer. Dette skyldes at dyret pga. sin filtrerende levevis transporterer betydelige 
vandmængder gennem gællerne, hvor de opløste miljøfremmede stoffer kan optages på overfladen. 
Hvis man analyserer en musling for optaget af fx kviksølv, cadmium eller bly, kan man ud fra dens 
alder – og dermed det samlede vandvolumen, den har pumpet i sin levetid – lave et skøn over 
middelkoncentrationen af tungmetallet i det vand, den har været omgivet af.  
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BILAG B  
De anvendte nanosølvpartikler på nuværende tidspunkt(maj, 2009) allerede udgået fra NanoAmors 
hjemmeside. Derfor denne relativt utydelige scanning af produktbeskrivelsen. 
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BILAG C  
Fremstilling af reagenser, kemikalieoversigt og apparaturoversigt: 
 
NMP (normal melting point) agarose, til lag 1: 
(opbevares i vandbad ved 55 grader i mindst 15 min før brug) 
0,08 g agarose + 10 mL Kenny' saltopløsning blandes i blue cap flaske og varmes i mikroovn ca. 60 sek (effekt 3 
streger) med løst låg 
 
LMP (low melting point) agarose, til lag 2: 
(opbevares i vandbad ved 37 grader i mindst 15 min før brug ) 
0,7 g agarose + 10 mL Kenny' saltopløsning blandes i blue cap flaske og varmes i mikroovn ca. 60 sek (effekt 3 
streger) med løst låg 
 
Lyserings arbejdsopløsning: 
1,55 g (meget tyktflydende) Triton x-100 + 158 mL lyseringsopløsning blandes i konisk kolbe og magnetomrøres 
ved lav hastighed.  
 
Elektroforese arbejdsopløsning: 
Fremstilles altid lige inden brug og bruges kun en gang. 
60 mL 10 M NaOH stamopløsning (konc. 0,3 M)  
+ 10,0 mL 0,2 M EDTA stamopløsning (konc. 1 mM EDTA) 
+ 1930 mL koldt millipore vand (renere end ionbyttet vand) 
Blandes på magnetomrører i isbad så temp. Bliver ca.12 graders C 
 
CMFS (Calciummagnesium fri saltopløsning): 
Se brugsanvisning kemibrug: 20 mM HEPES, (MW 238,3 g/mol) 
(N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N’- (2-ethansulfonic acid) 99,5 %                               = 4,776 g/L 
+ 300  mM NaCL (MW 58,44 g/mol)    = 17,54   g/L 
+ 12,5 mM KCL (MW 74,56 g/mol)     =  0,932 g/L 
+ 5,0   mM EDTA (MW 372,2 g/mol)   = 1,86  g/L 
+ 5,0   mM EDTA (MW 292,24 g/mol)   = 1,461 g/L 
Kommes i en 1 L målekolbe, som fyldes op med millipore vand og omrøres med varme. 
Hældes på 100 ml blue cap flasker og autoclaveres ved 125 grader. 
Hvis prøver analyseres f.eks. fra Køge Bugt, anvendes en 200 mM NaCl 
i stedet d.v.s. 11,69 g/L.  
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Kenny's salt solution: 
200 mM NaCL (MW 58,44 g/mol)   = 11,69 g 
+ 9 mM KCL  ( 74,56 g/mol)   = 0,671 g 
+ 0,7 mM K2HPO4 (174,18)   = 0,122 g 
+ 2   mM NaHCO3 (MW 84,01)   = 0,168 g 
Opløses i en 1 L målekolbe med millipore vand, på omrører. 
Bruges til fremstilling af de 2 slags agarose. Autoclaveres. 
 
0,2 M EDTA (www.kemibrug.dk): 
EDTA (MW 372,2 g/mol)   = 74,40 g 
+ EDTA (MW 292 g/mol)   = 58,44 g 
Opløses i 1000 ml i millipore vand. 
Opbevares ved stuetemperatur. 
 
10 M NaOH (www.kemibrug.dk): 
400 g NaOH perler 
Opløses i 1000 ml millipore vand. 
Opbevares ved stuetemperatur. 
 
Lyseringsopløsning: 
2,5 M NaCL    = 146,4   g 
+ 0,1 M EDTA ( MW 372 g/mol)   = 37,2   g 
         eller      (MW 292  g/mol)   = 29,2   g 
+ 10 mM Tris   (MW 157 g/mol)   = 1,58 g 
          eller     (MW 121 g/mol)   = 1,21 g 
Opløses i ca. 975 ml millipore vand 1 en 1-liter målekolbe, ph indstilles til 10 med NaOH perler eller mættet 
NaOH opløsning ca. 40 ml 10 M NaOH / 2L 
Opvarmning er nødvendig for at få EDTA opløst. 
Opbevares i køleskab ved ca. 4 graders Celcius. 
1 % Triton x-100 tilsættes umiddelbart før lysering. 
 
Fluorescin opløsning: 
(kun brugbar i 1,5 – 2 timer):  
10 μL fluorescin stamopløsning + 66,6 μL ethidiumbromid + 1,6 mL PBS opløsning. 
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Neutraliserings opløsning: 
 
0,4 M Tris opløsning: (www.kemibrug.dk) 
Trizma base  (MW 121 g/mol)   = 48,4 g  
Opløses i 1000 ml millipore vand indstilles til ph 7,5 med ca. 12 ml/L koncentreret HCL.  
Der laves  2L. Fordeles på ½ L flasker. Opbevares i køleskab.  
 
20x Phosphate Buffer (PBS) ph 6,5: 
20xPBS 1xPBS opl.=  
NaCL (MW 58,44) 160,0 g   = 2,74   M    144,2 mM  
KCL (MW 74,56) 4,0 g   = 53,65 mM     2,82 mM  
Na2HPO4 2H2O (MW 177,99)  28,8 g   =  162 mM     8,53 mM  
KH2PO4 ( MW 136,1)     4,8 g   = 35   mM     1,84 mM  
Saltene opløses i 1000 ml millipore vand.  
Ph justeres til 6,5.  
Autoklaveres og opbevares ved stuetemperatur.  
 
1xPBS opløsning:  
50 ml (20x) PBS og 950 ml millipore vand.  
Ph indstilles til 7,4 med HCL.  
Autoclaveres og opbevares ved stuetemperatur.  
 
Ethidiumbromid: 
Stamopløsning: 200µg/ml  
10 mg Ethidiumbromid  
+ 50 ml millipore vand.  
 
Brugsopløsning (~20µg/ml)  
Fremstilles frisk hver gang.  
100µl stamopløsning  
+ 900µl millipore vand.  
 
Fluorescein diacetat 98% stamopløsning:  
(Stoffet er ikke undersøgt.)  
250 mg i 50 ml acetone.  
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Brugsopløsning til levedygtighed: 
10 µl fluorescein stam + 66,6 µl ethidiumbromid stam.+ 1,6 ml 1x PBS opløsning.  
Opløsningen er kun holdbar 1,5-2 timer.  
 
Kemikalier: 
Agarose NMP nr. 15510-019 Life Technologies  
Agarose LMP nr. 15517-014       “-“  
Hepes  (N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N-(2-ethansulforic acid))  
C8H18N2O4S nr.H4034  Sigma  
Natriumchlorid  NaCl nr. 1.06404.1000 Merck, Bie& Berntsen.  
Kaliumchlorid  KCl nr. 1.04936.500  Merck           „-„  
EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) Disodium salt, dihydrate  
C10H14N2O8Na2 2H2O  nr E-5134  Sigma  
Dikaliumhydrogenphosphat K2HPO4   Nr. 484401 Merck Bie&Berntsen  
Natriumhydrogencarbonat NaHCO3  nr. K25746929 843 Merck Bie&Berntsen  
Trizma Base Tris (Hydroxymethyl) aminomethane. C4H11NO3  Sigma  
Natriumhydroxid NaOH nr. 1.06498.1000  Merck  Bie Berntsen  
di-Natriumhydrogenphosphat vandfri Na2HPO4 nr.6586 Merck Bie&Berntsen  
Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 nr.1.04873  Merck, Bie&Berntsen  
Ethidiumbromid 2,7-Diamino-10-ethyl-9-phenylphenanthridinum bromid.  
Nr. E-8751  Sigma  Bie&Berntsen  
Fluorescein diacetate 98%  nr.20,164-2 Aldrich Sigma/Aldrich  
 
Apparatur: 
Mikroskop Fluorescence Dialux 22EB Okular 12,5 Objektiv 50x fra Leica  
2 stk. termostatvandbade. Grant/VWR  
1 stk. rystevandbad Grant OLS 200 med en køleenhed CS 200G fra VWR  
Kølecentrifuge Beckman Coulter Allegra X-15R fra WVR.  
Elektroforesekar Gibco BRL Horizon 20.25 fra Life Technologies.  
Strømforsyning EC 250-90 E-C-Apparatus Corporation fra Bie&Berntsen  
Easy Load Masterflex L/S cirkulationspumpe Model 7518-00 fra Buch&Holm  
UV-belysningskasse. UV rør er på 15 Watt. Mærke: TUV G15-8 Philips.  
Ren UV C bølger 253,7 nM.  
Diverse automatpipetter. Eppendorf.  
Mikrobølgeovn Electrolux , varmekapicitet 300 watt  
Minishaker MS2 IKA 1600 shake /min fra Bie&Berntsen  
Tre decimalers vægt. Metler Toledo BB240 fra VWR.  
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BILAG D 
 
Korrespondance mellem vores vejleder, Jette Rank, og repræsentant fra firmaet NanoAmor, Qing Xu. 
Svarene vedrørende dispergering af nanosølvpartikler er markeret med gråt. 
 
From: "NanoAmor" <tech@nanoamor.com> 
To: "'Jette Rank'" <jr@ruc.dk> 
Subject: RE: dispersion of NanoAg 
Date sent: Fri, 20 Feb 2009 10:28:57 -0600 
  
Professor Rank, 
Please see below. 
  
Best regards, 
  
Qing Xu, Ph.D. 
Research Scientist 
Nanostructured & Amorphous Materials Inc. 
16840 Clay Road, Suite #113, Houston, TX 77084, USA 
Ph: 281-858-6571, Fax: 281-858-6507 
tech@nanoamor.com | http://www.nanoamor.com 
  
 -----Original Message----- 
From: Jette Rank [mailto:jr@ruc.dk] 
Sent: Friday, February 20, 2009 3:07 AM 
To: tech@nanoamor.com 
Subject: dispersion of NanoAg 
  
To NanoAmor, 
  
I would just ask you how much nanoAg coated with 0.2% PVP could be dispersed 
in water? 
  
We haven't carried out any experiments to find this out. 
  
And what is the most effective procedure (shaking, warming etc.) for dispersion? 
  
We would recommend the use of probe/horn type of sonicator with more than 500 W output. 
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BILAG E 
 
 
